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O aumento da esperança média de vida nos países industrializados levou a uma alteração 
demográfica significativa, impulsionada pelo desequilíbrio entre a taxa de natalidade e de 
mortalidade. Deste modo, o envelhecimento da população resulta numa maior prevalência de 
doenças relacionadas com a idade avançada, como a diabetes, osteoporose, cancro e doenças 
neurodegenerativas. 
O presente trabalho centrado em torno da doença de Alzheimer, a forma mais comum de 
demência irreversível, visa responder à necessidade de desenvolver novas terapias com efeito 
retardador da doença, uma vez que os medicamentos atualmente disponíveis atuam de uma 
forma apenas sintomática. Desta forma, nesta tese de mestrado são testados quatro compostos 
de natureza peptídica que potencialmente evitam a progressão da doença de Alzheimer. Através 
da inibição da enzima β-Secretase 1, a principal responsável pela formação do péptido 
neurotóxico β-amilóide. Estes compostros, denominados ao longo da tese como inibidores A, B, 
C e D, foram desenhados a partir de um inibidor descrito na literatura, OM00-3 (1), ao qual 
foram introduzidas alterações de modo a melhorar as suas propriedades farmacocinéticas. 
Os testes realizados no presente trabalho tiveram três objectivos principais: (i) avaliar a 
capacidade de inibição da β-Secretase 1 e a selectividade em relação à β-Secretase 2, (ii) avaliar 
a resistência à metabolização na corrente sistémica e no cérebro e (iii) avaliar a capacidade de 
permear a barreira hematoencefálica.  
Verificou-se que todos os compostos preservam a função de inibição da β-Secretase 1 na 
escala nanomolar (2 e 3 nM) e apresentam selectividade em relação à enzima β-Secretase 2. A 
sua resistência à metabolização foi melhorada em relação ao inibidor inicial com tempos de 
semi-vida que variam entre a uma e as quatro horas. No que respeita aos ensaios de 
permeabilidade utilizando o modelo celular Caco-2, os resultados são indicativos da 
permeabilidade dos compostos A e C, contudo não foi ainda possível prová-lo consistentemente 
devido à irreprodutibilidade dos ensaios.  
O composto que apresentou melhor combinação de resultados foi o inibidor C, com um 
IC50=2,1 nM para a β-Secretase 1 e uma selectividade de 8,6x em relação à β-Secretase 2, sendo 
este o composto eleito para prossecução de ensaios in vivo. 







The increasing average life expectancy in industrialized countries has led to a significant 
demographic change, driven by the imbalance between the birth rate and mortality rate. Thus, 
the increasing aging of the population, results in a larger prevalence of diseases related to 
advanced age, such as diabetes, osteoporosis, cancer and neurodegenerative diseases. 
The present work focuses on Alzheimer disease, the most common form of irreversible 
dementia, and tries to contribute to the need to develop new therapies to delay the onset of the 
disease, since the currently available medication only attenuates the symptoms. Hence, the 
present master thesis reports tests on potential drugs designed to suppress Alzheimer disease 
progression by inhibiting β-Secretase 1, the main enzyme responsible for the formation of β-
amyloid neurotoxin. These inhibitors, denominated in the report as A, B, C, and D, where 
developed based on a previous reported inhibitor, OM00-3 (1), already describe in literature, to 
which modifications were introduced in order to improve its pharmacokinetic properties. 
The tests performed aimed to evaluate the testing compounds at three main endpoints: (i) 
the inhibition ability towards β-secretase 1 and selectivity towards β-secretase 2, (ii) its 
resistance to metabolism in brain and in the systemic circulation, (iii) its permeability through 
the blood brain barrier.  
All the compounds developed carry out the desired inhibition function of β-secretase 1 at 
the nanomolar scale (2 and 3 nM) and appear to be selective to this enzyme in relation to β-
secretase 2. Their resistance against metabolization was improved in relation to the original 
inhibitor (OM00-3) presenting half-lives in the range of  1 to 4 hours. Relatively to the 
permeability tests with the Caco-2 cellular model, the results indicate that compounds A and C 
cross the blood brain barrier although this conclusion has not been fully proven due to test low 
reproducibility. 
The compound with the best overall performance was inhibitor C, with IC50=2,1 nM for 
β-secretase 1 and a 8,6x selectivity index towards β-secretase 2. This compound is therefore 
suggested as the best  choice for future in vitro experiments. 
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DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMF – Dimetilformamida  
DMSO – Dimetilsulfóxido 
DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH  
ECACC – Coleção Europeia de Culturas de Células Animais  




Eq. – Equivalentes 
FBS – Soro fetal de bovino  
Fmoc – Grupo protetor Fluorenilmetiloxicarbonilo 
FPRL1– Formyl peptide receptor-like 1 
Glu – Ácido glutâmico 
HATU – O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- tetramethyl-uronium hexafluorophosphate 
HBSS – Hank's Balanced Salt Solution 
HBTU – O-Benzotriazole-N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium hexafluorophosphate  
hCMEC/D3 – Linha celular imortalizada de células endoteliais do cérebro humano de adulto 
HOBt – 1-hidroxibenzotriazol  
HPLC – Cromatografia líquida de alta eficiência 
HRP – Peroxidase de rábano 
HUVEC – Cultura japonesa de células endoteliais da veia umbilical humana 
IAMC – Cromatografia de membrana artificial imobilizada 
IC50 – Concentração inibitória de 50%  
kcat – Constante catalítica 
Ki – Constante de inibição 
KM – Constante de Michaelis-Menten  
Leu – Leucina 
Lys – Lisina 
MCA – Metoxicumarina 
MDCK – Linha celular de rim canino 
Met – Metionina 
MTS – Ensaio colorimétrico de redução do composto tetrazólio 
NMDA – Recetores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato  
NMP – N-metil pirrolidina 
PAMPA – Ensaio de permeabilidade de membrana artificial paralela 




PBS – Tampão fosfato  
P-gp – Glicoproteína-P  
Phe – Fenilalanina 
RAGE – Receptor for Advanced Glycation Endproducts 
SEC-R – Recetor do complexo serpina-enzima  
SNC- – Baixa penetração cérebro”  
SNC – Sistema nervoso central 
SNC + – Alta penetração no cérebro 
t1/2 – Tempo de semi-vida  
TBST – Solução salina tamponada com Tris contendo 0,1% (v / v) de Tween-20   
TEER – Resistência elétrica transepitelial 
TFA – Ácido trifluoroacético 
T-Flask – Frascos de cultura  
TIS – Triisopropilsilano  
TJ – Junções apertadas (tight juntions) 
TLC – Cromatografia de camada fina 
Tranwells – Suportes de filtro permeáveis 
UV – Ultravioleta  
Val – Valina 




























1.1 Doença de Alzheimer 
 
O envelhecimento da população nos países desenvolvidos é um fenómeno emergente e 
encontra-se intimamente relacionado com aumento da esperança média de vida associado à 
diminuição da taxa de mortalidade. Esta alteração demográfica, tem resultado num número 
crescente de pessoas que atinge a idade onde se tornam expressivas doenças que, no século 
passado tinham menor prevalência, como: a diabetes, a aterosclerose, a osteoporose, o cancro e 
doenças neurodegenerativas como a Doença de Alzheimer (DA), Doença de Parkinson e de 
Huntington (2, 3). Estima-se atualmente que em todo o mundo existam quase cerca de 30 
milhões de pessoas a viver com a DA, no entanto prevê-se que esse número deverá quadruplicar 
até 2050 (4). De facto todas estas doenças têm vindo a aumentar nos últimos anos, quase numa 
escala exponencial daí a necessidade de se intensificar a investigação nesta área com o objetivo 
de aumentar a qualidade de vida e o grau de independência da população envelhecida. 
O presente trabalho centra-se assim em torno da DA. Aloysius Alzheimer era um famoso 
neurologista alemão que ficou conhecido por ser o primeiro a distinguir a doença 
neurodegenerativa como uma patologia, denominada por Doença de Alzheimer. Esta doença 
está relacionada com a idade e é a forma mais comum de demência irreversível (5). A DA é 
caracterizada clinicamente por uma progressão de um défice de memória episódica a um lento 
declínio global da função cognitiva que deixa os pacientes numa fase terminal da doença, 
acamados e dependentes de cuidados até à sua morte, em média, nove anos após o diagnóstico 
(2, 5). Uma terapia eficaz para a DA é uma das principais necessidades por satisfazer na 
medicina moderna. Atualmente, o desenvolvimento de medicamentos para a DA têm sido 
bastante confinados ao controlo sintomatológico (6). Vários fármacos estão disponíveis no 
mercado com o intuito de melhorar as capacidades cognitivas do paciente, contudo não são 
efetivamente capazes de limitar a progressão da doença. Durante muito tempo, os fármacos 
disponíveis para a DA tinham como base de tratamento a inibição da acetilcolinesterase, 
contudo têm resultados limitados, porque só melhoraram a função cognitiva em casos de 
demência moderada e não permitiam parar o processo de neurodegenerescência (7, 8). 
Atualmente, o principal fármaco para demência moderada a grave, a memantina, baseia-se no 
bloqueio dos recetores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) que desempenham 
um papel importante na excitotoxicidade, processo de acumulação de glutamato nas células 
neuronais que leva à apoptose e que no caso da DA é desencadeado pelo péptido β-amilóide 
(βA) (7). Contudo, este tratamento apenas possui um efeito residual e a longo prazo não evita a 




compreender os mecanismos moleculares da DA e descobrir alvos para novos fármacos, de 
forma a obter um tratamento adequado (8). 
Existem evidências de que a DA tem causas multifatoriais, incluindo: fatores biológicos, 
genéticos, ambientais, comportamentais e também como um efeito secundário de uma condição 
de saúde (5). O envelhecimento é o principal fator biológico de risco para a DA (3). Os fatores 
genéticos incluem algumas mutações que já foram identificadas nos seguintes genes: proteína 
precursora do péptido βA (APP), presenilina 1 e presenilina 2 (9–11), que estão relacionadas 
com o aparecimento precoce da doença (12). Ambos os estudos epidemiológicos e experiências 
em murganhos transgénicos demonstraram que o estilo de vida, a dieta mediterrânica e uma 
atividade física regular podem realmente reduzir a incidência de demência e levar a alterações 
bioquímicas no cérebro (13). Apesar de uma intervenção adequada na mudança do estilo de vida 
poder contribuir positivamente para a redução da incidência da DA, os tratamentos que se 
baseiam na intervenção sobre os processos patológicos que estão na base da DA são os mais 
apontados para fornecer estratégias de tratamento eficazes (6). 
 
1.1.1 Mecanismos de progressão da doença de Alzheimer 
 
As características patológicas mais importantes da DA são a deposição de placas senis de 
péptido β-amilóide, a acumulação de emaranhados neurofibrilares de proteínas Tau fosforiladas 
e a perda de neurónios e sinapses em áreas específicas do cérebro (14). As placas senis são 
aglomerados de pequenos péptidos, designados de péptido βA, este péptido é formado pela 
clivagem da APP através de duas secretases ligadas à membrana. A atividade destas enzimas 
pode assim levar à acumulação de βA em placas senis(6, 15). 
A função da APP ainda não é completamente conhecida (16). Contudo, tem sido sugerido 
que tenha um papel no crescimento de sinapses, no transporte de proteínas no axónio, na 
transdução de sinal transmembranar, na adesão celular e no metabolismo do cálcio (14). A APP 
sofre proteólise por diferentes enzimas: α-secretase, β-secretase e γ-secretase, o que leva à 
formação de vários produtos resultantes da fragmentação (Figura 1.1). Estes produtos 
desempenham funções diversas e, por vezes adversas. Assim, a atividade celular da APP vai 
além da proteína em si e muitas das vezes poderá resultar de uma combinação das funções dos 




    




A enzima γ-secretase cliva a APP em dois locais distintos, no aminoácido 40 e no 
aminoácido 42. Desta forma, quando associada à α-secretase ou à β-secretase, produzem-se dois 




- no caso da α-secretase, o Aβ17-40 de 23 aminoácidos e o Aβ17-42 de 25, 
- no caso da β -secretase o Aβ1-40 de 40 aminoácidos e o Aβ1-42  com 42 aminoácidos . 
A descoberta de dois genes, a presenilina-1 e presenilina-2, que estão associados a um 
início precoce da DA, ofereceu outra pista importante para o esclarecimento da patogenicidade 
da DA. As mutações nos genes das presenilinas alteram a produção do βA (17). Mais de 100 
dessas mutações foram identificadas até ao momento, sendo que a grande maioria dos casos 
conduzem a uma maior propensão para a agregação do βA (18). Estas mutações alteraram a 
especificidade do sítio de clivagem da γ-secretase e descobriu-se ainda que a supressão de 




Fora do Sistema Nervoso Central (SNC), a proteína precursora do péptido β-amilóide é 
preferencialmente clivada pela enzima α-secretase (Figura 1.1a). A α-secretase cliva a APP 
dentro da sequência do βA, entre os aminoácidos 16 e 17, gerando um ectodomínio solúvel 
APPsα e um fragmento C-terminal ligado à membrana, APP-TFα (Figura 1.1a). Este último 
fragmento é ainda processado pela γ-secretase, produzindo péptidos hidrofóbicos, Aβ17-40 e 
Aβ17-42, que são denominados por fragmentos p3 (Figura 1.1a,c). O processamento da APP pela 
α-secretase é descrito como protetor no contexto da DA, pois a enzima cliva dentro da 




A β-secretase 1 (BACE1) é uma protease transmembranar do ácido aspártico, também 
designada de aspartase, que está relacionada com as famílias da pepsina e de proteases 
aspárticas retrovirais. A BACE1 tem uma atividade óptima a pH ácido e é localizada 
predominantemente em compartimentos intracelulares ácidos, como por exemplo, endossomas. 
Para além da descoberta da BACE1, também uma proteína homóloga, β-secretase 2 (BACE2), 
foi identificada. Ambas possuem 64% de homologia na sequência de aminoácidos o que 




(21). Ao contrário da BACE1, que é altamente expressa em neurónios, a BACE2 é expressa em 
baixos níveis no cérebro e não tem a mesma especificidade de clivagem da APP comparando 
com a BACE1 (6, 21). 
A enzima BACE1 desempenha a sua atividade enzimática através de um mecanismo 
ácido-base geral comum às proteases do ácido aspártico. Estas enzimas são caracterizadas por 
possuírem dois ácidos aspárticos (Asp) próximos um do outro, Asp32 e Asp228 no caso da β-
secretase 1 (22). O centro ativo da BACE1 caracteriza-se por possuir zonas hidrofílicas com 
pequenas zonas hidrofóbicas. A regulação da atividade da BACE1 no que respeita à afinidade 
para o substrato e propriedades catalíticas é determinada por alterações de conformação entre a 
população ativa e diferentes formas inativas. A presença de duas moléculas de água no centro 
ativo é crucial para a função e estabilidade da enzima. O ácido aspártico protonado (Asp32) 
forma uma ponte de hidrogénio com o oxigénio do grupo carbonilo da ligação peptídica a clivar, 
e o Asp228 interage com a água. Forma-se um intermediário tetraédrico, resultando na 
libertação dos dois produtos peptídicos, e a enzima é restaurada para um novo ciclo de catálise 










Figura 1.2 – Esquema do mecanismo catalítico da enzima β-secretase 1. Adaptado de Mancini et al. (23) 
 
A enzima BACE1 é vista como o alvo terapêutico principal da DA, uma vez que tem uma 
atividade aproximadamente duas vezes mais elevada no cérebro de pacientes com DA, levando 




teoria, à redução da produção de todas as formas do péptido β-amilóide, incluindo a forma 
patogénica Aβ42 (Figura 1.1b,c). Relembrando que, o mecanismo subjacente à formação das 
placas senis inicia-se com a clivagem sequencial da APP pela BACE1 e pela γ-secretase. O 
processamento de APP por estas duas enzimas leva a produção de dois péptidos Aβ1-40 e Aβ1-42, 
sendo o péptido Aβ1-42 o mais amiloidogénico. A agregação deste péptido leva à formação de 
oligómeros tóxicos que se depositam em placas amilóides. Em última análise, a formação de 
oligómeros é responsável pela indução dos efeitos sinaptotóxicos (26). 
Estudos demonstram inequivocamente que a BACE1 é um alvo terapêutico promissor em 
pacientes com a DA (6). Vários grupos realizaram testes in vivo em murganhos, onde 
suprimiram o gene que codifica para a BACE1 (27, 28). Resultados iniciais indicam que 
murganhos BACE1 -/- são viáveis e férteis, o que sugere que a inibição terapêutica da BACE1 
estará livre de efeitos adversos (6, 21). 





1.2 Desenvolvimento de fármacos inibidores da β-secretase 1 
 
Desde a descoberta da BACE1, que têm sido feitas numerosas tentativas para o 
desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras, contudo poucos compostos avançaram para 
testes clínicos evidenciando as dificuldades na obtenção de um inibidor, seguro e potente com 
propriedades farmacocinéticas adequadas para atingir o sistema nervoso central (SNC) (29). A 
primeira geração de inibidores BACE1 foi baseada em péptidos miméticos do local de clivagem 
da APP, que tinham o sítio de ligação cindível substituído por um isóstero (moléculas ou iões 
com o mesmo número de átomos e/ou o mesmo número de eletrões de valência) não 
hidrolisável com vista a mimetizar o estado de transição da hidrólise do ácido aspártico.(30).  
O design de inibidores peptídicos foi baseado na comparação das sequências de 
aminoácidos junto da ligação cindível da APP wild type (-Glu-Val-Lys-Met/Asp-Ala-Glu-Phe-) 
(ligação cindível representada por /), que é um substrato pobre da BACE-1, e num substrato 
hidrolisado muito eficientemente, um mutante humano da APP encontrado na Suécia (-Glu-Val-
Asn-Leu/Asp-Ala-Glu-Phe-) que tem a relação constante catalítica/ constante de Michaleis-
Menten (kcat/KM) 60 vezes mais elevada para a BACE1 do que para o tipo wild type. Esta 
sequência peptídica foi usada para gerar um inibidor típico de aspartases, substituindo a 
composição da ligação cindível do substrato por um isóstero de hidroxietileno o que conduziu 
ao composto OM99-2 (Glu-Val-Asn-Leu*Ala- Ala- Glu-Phe, em que Leu*Ala representa o 
isóstero de hidroxietileno) (31). O apuramento do inibidor OM99-2 levou ao desenvolvimento 
do inibidor OM00-3 (Glu-Leu-Asp-Leu*Ala-Val-Glu-Phe), o inibidor mais potente conhecido 
até à data, com um valor de constante de inibição (Ki) de 0,3 nM (1). O OM00-3 tem um Ki 
cerca de 5 vezes inferiores ao Ki do OM99-2 (32).  
Apesar da potência destes inibidores (OM99-2 e OM00-3) ambos possuem duas grandes 
limitações para poderem chegar ao local de ação no cérebro, que consistem no facto de 
possuírem grandes dimensões e propriedades hidrofílicas, o que impede o seu transporte através 
da barreira hematoencefálica (BHE) por difusão passiva. 
No sentido de tornar os inibidores mais pequenos e menos hidrofílicos desenvolveram-se 
inibidores não-peptídicos. Divulgações recentes das estruturas cristalográficas da BACE1(33, 
34) com inibidores de menor massa molecular têm fornecido informações adicionais acerca das 
interações no centro ativo, que permitiram o desenvolvimento de inibidores mais potentes e 




peptídicos (33, 34). Por exemplo, Hussain et al. utilizaram uma abordagem racional de design 
de fármacos onde projetaram um inibidor não peptídico para a BACE1, GSK188909, este é uma 
molécula pequena, com um peso molecular de aproximadamente 600 Da, potente (IC50=5 nM) e 
seletiva, capaz de bloquear a formação de βA em camundongos transgénicos, quando 
coadministrado com um inibidor da glicoproteina-P (P-gp) (35, 36).  
Embora os esforços iniciais no desenvolvimento de inibidores não peptídicos para a 
BACE1 tenham sido encorajadores, revelaram-se um desafio para a química medicinal, por 
diversas razões. Entre elas, o facto da BACE1 ter um local de ligação grande é a mais evidente, 
uma vez que torna a inibição da enzima por compostos pequenos extremamente difícil. Outra 
razão consiste nestes compostos sofrerem facilmente efluxo pela P-gp, o que limita a obtenção 
de concentrações clinicamente relevantes no Sistema Nervoso Central (29).  
Idealmente, um inibidor da BACE1 deve ter um peso molecular inferior a 500 kDa, de 
modo a permitir a sua difusão através da BHE, ser metabolicamente estável, intrinsecamente 
potente e altamente seletivo para BACE1 (6). É importante que os inibidores sejam seletivos 
para BACE1, em relação a outras proteases aspárticas como a BACE2 e as Catepsinas D e E. 
Koike et al. demonstraram que murganhos com supressão da Catepsina D (Cat D -/-) morriam 
ao fim de quatro semanas (37). 
Casas et al. demonstraram que a inibição da BACE2 leva a uma diminuição da 
internalização de insulina, além de afetar a expressão do gene da insulina (38), o que por sua 
vez pode causar diabetes iatrogénica. Desta forma, qualquer inibidor da BACE1 usado para 
administração crónica, deve ser o mais seletivo possível (9, 39). Há ainda que minimizar efeitos 
adversos sobre a função do pâncreas e, por conseguinte, promover o controlo glicémico (38) não 
interferindo na ação da BACE2 uma vez que se pensa que a clivagem de APP por esta enzima 
não tem efeitos neurotóxicos, bem como poderá evitar a agregação do péptido β- amilóide (40). 
Contudo, para a obtenção de fármacos eficazes também estes precisam de atravessar 
eficientemente a BHE, sendo neste aspeto, que um grande número de potenciais neuro-fármacos 
falha. 
Um método possível para promover a passagem através de membranas biológicas de 
fármacos é o seu direcionamento para compartimentos intracelulares, como os endossomas. 
Embora a enzima BACE1 esteja à superfície da célula, não está ativa até ser internalizada em 
endossomas, onde o pH endossomal é ideal para a sua atividade. A BACE1 cliva a proteína 
precursora de βA no interior do endossoma, iniciando a produção do βA tóxico. Como a enzima 




acesso para serem efetivos. De modo a chegarem ao interior do endossoma, é necessário que os 
inibidores se fixem à membrana plasmática, migrando juntamente com BACE1 para o interior 
da célula via endocitose (Figura 1.3) (41). 
 
Figura 1.3 – Alvo endossomal de inibidores da enzima β-secretase 1. A) Os inibidores que não estão 
permanentes na membrana (mostrado como círculos de cor púrpura) não são capazes de ter acesso a estes 
endossomas. B) Inibidores ligados à membrana (círculos púrpura) são transportados para o endossoma 






1.3 Barreira Hematoencefálica  
 
O cérebro é protegido da entrada de xenobióticos presentes na corrente sanguínea pela 
BHE (42), que envolve o SNC, incluindo a medula espinal (43). A BHE é necessária para 
proporcionar um ambiente químico extremamente controlado e estável, ideal para a função 
cerebral normal. 
A BHE (43) é uma barreira seletiva formada principalmente por células endoteliais que 
revestem os vasos capilares cerebrais (44), estas células têm características bem distintas do 
restante endotélio vascular do organismo, apresentando junções apertadas e expressão de 
transportadores que tornam a permeabilidade através desta barreira muito controlada (42). A 
BHE possui ainda na sua constituição uma grande variedade de células que desempenham 
papéis coadjuvantes na indução, manutenção e função da barreira, tais como os perícitos, a 
micróglia, as terminações nervosas e os astrócitos que são as células que estabelecem a ligação 
entre os capilares sanguíneos e os neurónios (44–46) (Figura 1.4). 
 
 
Figura 1.4 - Representação esquemática da Barreira Hematoencefálica (BHE) e dos restantes 




A BHE é uma barreira física e metabólica. Como barreira fisica são consideradas as vias 
de transporte (Figura 1.5). A difusão de substâncias no cérebro pode ser dividida em paracelular 
e transcelular, o transporte paracelular aplica-se a substâncias de pequenas dimensões solúveis 
em água (Figura 1.5a), pois estas têm a capacidade de se difundir através das TJ. As moléculas 
solúveis em lípidos penetram a barreira transcelularmente através da sua dissolução na 
membrana plasmática das células endoteliais (Figura 1.5b). Contudo, para quase todas as 
restantes moléculas, incluindo aminoácidos e glucose são necessários transportadores (Figura 
1.5c), mecanismos mediados por recetores específicos (Figura 1.5e), mecanismos adsortivos, 
(Figura 1.5f) ou mediação celular (Figura 1.5g) para efetuar a sua permeação. A BHE possui 
transportadores de efluxo (como a glicoproteina-P) dependentes de energia, que limita a 
permeabilidade de uma grande variedade de solutos no sistema nervoso central (Figura 1.5d) 
(44, 45, 47). No que respeita à componente metabólica, a BHE possui uma combinação de 
enzimas intracelulares como monoaminaoxidases e o citocromo P450 que pode inativar 
compostos neuroativos e tóxicos; e enzimas extracelulares como nucleotidases, exopepídases e 
endopeptídases que são capazes de metabolizar ATP e péptidos (46, 48).
 
As células endoteliais 
da BHE ainda expressam proteínas de efluxo, como a glicoproteina-P e a proteína 1 e 2 de 
resistência a múltiplos fármacos (MRP-1 e 2) responsáveis pelo efluxo de substâncias para o 
lúmen do capilar sanguíneo (49). 
Quanto à via de transporte por transcitose mediada por recetores, esta consiste na 
promoção do transporte seletivo de macromoléculas através da sua ligação a recetores. As 
células endoteliais cerebrais têm recetores que permitem o transporte de diversos ligandos, 
como fatores de crescimento, enzimas e proteínas. Esta via de transporte encontra-se 
intimamente ligada com a patologia de Alzheimer, uma vez que o péptido β-amilóide é 
responsável pelos efeitos neurotóxicos desta doença, atravessando a BHE por transcitose 











Figura 1.5 - Vias de transporte através da barreira hematoencefálica. As vias de "a" a "f" são para as 
moléculas do soluto, e o percurso "g" envolve monócitos, macrófagos e outras células imunitárias. 
Adaptado de Abbott et al. e Chen et. al. (44, 47). 
 
O péptido βA interage fisicamente com diversas proteínas de membrana, tais como o 
recetor do complexo serpina-enzima (SEC-R) e o recetor da insulina quando se encontra na 
forma monomérica, ou quando se encontra na forma fibrilar e também monomérica com os 
recetores RAGE e FPRL1 (formyl peptide receptor-like 1) (56). Contudo, a proteína responsável 
pela sua internalização neural é o recetor RAGE. RAGE é um membro da superfamília das 
imunoglobulinas, que interage com várias classes de ligandos (55). A sobre expressão neural de 
RAGE em murganhos com DA resulta num avanço da patologia (57), o que pressupõe que o 
recetor pode promover a acumulação intracelular do βA.  
Consoante a ligação de βA a determinadas proteínas de membrana, as células 
desencadeiam diferentes respostas, uma resposta protetora, por exemplo, no caso de interação 
de βA com o recetor N-metil-D-aspartato, em que ocorre adesão do péptido, internalização e 
degradação, ou pelo contrário as células podem ser danificadas devido à fosforilação da proteína 
tau, à geração de stress oxidativo e estimulação de macrófagos, como é o caso da interação com 





1.4 Ensaios de metabolização 
 
O conhecimento aprofundado dos processos de Absorção, Distribuição, Metabolização e 
Excreção (ADME) é crucial no desenvolvimento de novos fármacos. Para evitar erros 
dispendiosos é necessária uma triagem in vitro dos candidatos a fármacos na fase inicial da 
descoberta. O conhecimento das vias metabólicas, toxicidade, estabilidade do fármaco e das 
enzimas específicas envolvidas no metabolismo são informações importantes no processo de 
desenvolvimento de fármacos e no planeamento de estudos clínicos em humanos e animais (58).  
Inicialmente em ensaio metabólicos in vitro utilizam-se enzimas hepáticas ou preparações 
de tecidos. Os resultados da metabolização são obtidos através da incubação do fármaco em 
teste com estes sistemas, o que permite o desenvolvimento de novos compostos mais seguros 
e/ou mais estáveis (59). As preparações de tecidos podem ser utilizadas com diversos tipos de 
órgãos, como o cérebro, coração e rim, mas o fígado é o tipo de tecido mais comum para 
ensaios de metabolismo de fármacos (58), uma vez que é principalmente no fígado onde 
ocorrem os processos de conversão de xenobióticos. A utilização de preparações de tecidos tem 
determinadas vantagens em relação a outros sistemas, pois contêm a totalidade das enzimas 
metabolizadoras com todos os co-fatores presentes em concentrações relevantes, desta forma é 
possível ter uma informação sobre as reações de metabolismo (58).  
Ultimamente tem existido um grande avanço no desenvolvimento de terapias com base 
em sistemas peptídicos, principalmente fármacos dirigidos para o cérebro (48, 60). No entanto, 
o direcionamento de fármacos de base peptídica para o sistema nervoso central continua a ser 
um grande obstáculo uma vez que pode ser afetado por vários fatores. Estes incluem a 
distribuição dentro do espaço cardiovascular, o volume total de distribuição, tempo de semi-
vida, bem como a capacidade do fármaco para atingir o alvo e produzir efeitos biológicos. O 
compartimento cardiovascular pode ser dividido em três partes: as células do sangue, a fração 
de proteínas e a fração isenta de proteínas. O péptido encontra-se distribuído em equilíbrio 
dinâmico entre elas até à sua chegada ao cérebro (48). No caso dos péptidos o compartimento 
cardiovascular é um importante interveniente para a baixa biodisponibilidade dos fármacos, uma 
vez que estes se podem ligar a proteínas transportadoras do sangue (48, 61), devido à sua 
semelhança com péptidos endógenos, ou podem simplesmente entrar nos eritrócitos, o que 




A intensidade e duração da ação de um fármaco estão dependentes do intervalo de tempo 
e da concentração do fármaco não ligado no local de ação. A medição direta da concentração de 
fármaco não ligado no local de ação, por vezes não é possível, contudo a concentração de 
fármaco livre no plasma pode muitas vezes ser considerada proporcional a esta uma vez que 
existe um equilíbrio entre composto ligado/não ligado e entre o plasma e tecidos (61). 
 Para além do metabolismo hepático mais relevante na administração oral, outro fator que 
pode afetar a chegada de péptidos ao cérebro em quantidade efetiva mesmo por administração 
intravenosa, é o metabolismo pelo grande número de enzimas hidrolíticas, localizadas nas 
células endoteliais da barreira hematoencefálica e no plasma (46). Os compostos peptídicos 
podem entrar nas células endoteliais da barreira hematoencefálica, atravessá-las, ou serem 
conduzidos para um compartimento da célula onde são armazenados ou metabolizados, ou ainda 
sofrer efluxo através de transportadores dependentes de energia presentes na BHE (Figura 1.6) 
(48). 
Figura 1.6 – Obstáculos à veiculação de péptidos para o cérebro. Os péptidos podem ligar-se a proteínas 
transportadoras no sangue (1), ou a células do sangue (2). Podem ainda entrar nas células endoteliais da 
barreira hematoencefálica (3), uma vez na célula endotelial o péptido pode atravessar a célula (4), sofrer 
efluxo (5) ou ser armazenado num compartimento (6). Após atravessar a barreira hematoencefálica, o 
péptido pode ser absorvido pelas células não-alvo, tais como pericitos e astrócitos (7), finalmente, podem 














1.5 Modelo celular  
 
A cultura de células animais surgiu há mais de cem anos, mas foi na década de 50 do 
século passado que surgiu a necessidade de vacinas virais para humanos, o que acelerou o 
grande desenvolvimento de bioprocessos em grande escala com células de mamífero (63).  
A cultura de células animais requer um nível exigente de material de laboratório e 
manutenção contínua, de modo a evitar alterações morfológicas e funcionais no crescimento 
celular e no seu cariótipo (64). Existem repositórios de culturas de células animais, como a 
American Type Culture Colletion (ATCC), a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ) na Alemanha, a Riken Gene Banco do Japão, ou a coleção europeia 
de culturas de células animais (ECACC) no Reino Unido, que permitem a aquisição de linhas 
celulares imortalizadas (65). A utilização de culturas celulares permite a obtenção de células 
com boa homogeneidade e caracterização permitindo ainda uma economia de reagentes e de 
tempo e evitando o sacrifício de animais (65). 
Em investigação e desenvolvimento de novos fármacos são utilizadas para estudos in 
vitro, onde se incluem por exemplo os testes de toxicidade, em células normais ou tumorais (por 
exemplo, fibroblastos, células Caco-2) e até estaminais. 
 
1.5.1 Modelos celulares para mimetizar a barreira hematoencefálica  
 
As células endoteliais do cérebro diferem das restantes células endoteliais do organismo 
(42, 66). Estas diferenças consistem: na ausência de fendas intercelulares devido à presença de 
junções apertadas que limitam a difusão paracelular de moléculas hidrofílicas; forte atividade 
metabólica, devido ao elevado número de mitocôndrias; e diferenças na expressão de recetores e 
transportadores de membrana. Estes últimos são responsáveis pelo transporte ativo de nutrientes 
e outros compostos do compartimento vascular para o cérebro ou por mecanismos de efluxo, 
que impedem a entrada ou eliminam compostos potencialmente tóxicos do cérebro para o 
sangue (67). As células endoteliais cerebrais de mamífero são caracterizadas pela sua 





O conhecimento das interações entre células presentes na BHE, promoveu o 
desenvolvimento de modelos in vitro para mimetizar esta barreira. Os modelos atuais baseiam-
se em sistemas cultivo de células endoteliais ou de co-cultura de células endoteliais com 
astrócidos, perícitos ou células glia em sistemas de duas câmaras de cultura (Figura 1.7) (68, 
69). As culturas primárias geralmente são muito difíceis de estabelecer e manter, e envolvem o 
uso de animais para obter a cultura sendo em grande parte dos casos vantajoso a utilização de 
modelos celulares baseados numa linha celular contínua (70). Em 2005, foi desenvolvida uma 
linha celular imortalizada de células endoteliais do cérebro humano de adulto, linha celular 
hCMEC/D3. Esta linha exibe uma morfologia semelhante a culturas primárias de células 
endoteliais cerebrais, formando monocamadas confluentes de células alongadas que se inibem 
por contacto. Esta linha celular mantém-se estável e com atividade fisiológica, fenótipo e 
propriedades bioquímicas semelhantes ao endotélio cerebral observado in vivo (71). No entanto, 
a optimização das TJ em monocamadas de hCMEC/D3 continua a ser um desafio importante, 
para proporcionar um modelo in vitro que mimetize todas as características de BHE humano, 
incluindo restrição de permeabilidade com exclusão molecular e de efluxo funcional bem como 
os sistemas de transporte de influxo (72). 
 
Figura 1.7 - Modelos de cultura para ensaios de permeabilidade da barreira hematoencefálica . 1 e 2  Co-
cultura de células com ou sem contacto direto, respetivamente. 3 Apenas uma cultura de células 
endoteliais no compartimento apical de uma placa transwell de seis poços e detalhe de um poço. 
Adaptado de Garcel et al. e Nakagawa et al. (68, 69). 
 




Os modelos in vitro da barreira hematoencefálica que utilizam células endoteliais não 
derivadas do cérebro são linhas como: MDCK de rim canino, Caco-2 de carcinoma do cólon 
humano e ECV304 (70), descrita como uma linha celular transformada de forma espontânea 
derivada de uma cultura japonesa de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) 
(73). Apesar da barreira intestinal e a barreira hematoencefálica serem fundamentalmente 
diferentes no que respeita, por exemplo, a lípidos de membrana, enzimas e transportadores, o 
modelo Caco-2 é capaz de dar previsões de transporte através da BHE (74), sobretudo quando o 
transporte é mediado por um transportador comum às duas barreiras. 
Existem ainda modelos in vitro não baseados em células tais como o ensaio de 
permeabilidade de membrana artificial paralela (PAMPA), a cromatografia de membrana 
artificial imobilizada (IAMC) e eletroforese capilar. Contudo, estes modelos apenas servem para 
fornecer informação sobre o transporte passivo. Yoon et al. fez um estudo com um conjunto de 
23 medicamentos não relacionados estruturalmente, que sugere que a cromatografia de 
membrana artificial imobilizada possa ser útil para classificar os fármacos como “alta 
penetração no cérebro” (SNC +) e “baixa penetração no cérebro” (SNC-) (75). Di et al., 
desenvolveu um modelo de PAMPA modificado para a previsão de permeabilidade através da 
BHE (76) utilizando lípidos polares cerebrais de suíno. O estudo avalia um conjunto de 30 
fármacos comerciais estruturalmente diferentes. Esta modificação nas membranas previu com 
sucesso o fenómeno de difusão passiva (76, 77).  
  
1.5.2 Linha celular Caco-2 
 
Os modelos celulares estão a conquistar uma enorme popularidade entre a comunidade 
científica sendo amplamente utilizados na indústria farmacêutica e cosmética, em detrimento de 
modelos in vivo, uma vez que existem guidelines e regulamentos neste sentido (78). Por 
exemplo, o intestino tem uma camada de células epiteliais que constituem uma barreira 
limitante à absorção de fármacos e a mimetização desta monocamada de células humanas 
diferenciadas in vitro permite a previsão da sua absorção quando administrados por via oral.  
A linha Caco-2, é uma linha celular derivada de um adenocarcinoma do cólon humano e 
em condições padrão de cultura expressa espontaneamente várias características morfológicas e 
funcionais de enterócitos do intestino delgado (79). As células Caco-2 permanecem 




totalmente o espaço no qual está confinado. Imediatamente depois de atingir o estado de 
confluência, as células iniciam o processo de diferenciação que termina entre o décimo quarto e 
o vigésimo primeiro dia. De acordo com o grau morfológico e funcional da diferenciação que as 
células Caco-2 sofrem durante os 21 dias de cultura, podemos dividir a população celular em 
três subgrupos: 1) no período inicial encontra-se uma cultura celular homogénea de células 
indiferenciadas (população sub-confluente); 2) numa fase intermédia surge uma população 
heterogénea de células polarizadas e diferenciadas, 3) a partir do 15º dia as células ficam 
homogeneamente polarizadas e diferenciadas (80). Quando diferenciadas as células Caco-2 
formam junções apertadas entre as células, estruturas de microvilosidades na superfície apical 
das células e são expressos uma variedade de enzimas digestivas, transportadores e recetores 
(78, 81). Devido a estas características, a linha celular Caco-2 é um dos modelos mais utilizados 
para estudar o metabolismo, biodisponibilidade e permeabilidade de fármacos e outros 
xenobióticos (82). 
A população de células Caco-2 mantida em cultura é caracterizada por grande 
variabilidade intreclonal, revelada pela presença de subpopulações com diferentes morfologias e 
características fisiológicas (83). Tem-se demonstrado que a variabilidade celular está 
dependente das condições de cultura, tais como a composição do meio, sistema de cultura e o 
número de passagem utilizado. Este facto, não só pode afetar a diferenciação e as propriedades 
de transporte das células Caco-2 (Tabela 1.1) (84), como levou ao estabelecimento de diferentes 
clones de Caco-2 mantidos em diferentes laboratórios. A adicionar a este facto está também a 
variabilidade de protocolos de cultura utilizados o que torna muitas vezes difícil a comparação 
de resultados obtidos entre laboratórios diferentes.  
Para melhor reproduzir as condições existentes no intestino, as células Caco-2 são 
geralmente cultivadas em suportes de filtro permeáveis (tranwells) que permitem o acesso livre 





Tabela 1.1 – Fatores que influenciam o desempenho das células Caco-2. Adaptado de Sambuy et al. 2005 
(84). 
Número de passagem 
Atividade de enzimas nas microvilosidades 
Morfologia 
TEER 
Taxa de proliferação 
Densidade da célula 












Absorção não especifica 




Tamanho de poro 








Os recetores de membrana que desempenham atividade de transporte localizados quer na 
membrana apical ou basolateral, também são expressos em células Caco-2. Um dos recetores 
expresso por esta linha celular, Caco-2, é o recetor RAGE que inicialmente foi identificado 
devido à sua capacidade de se ligar a produtos finais de glicolização avançada (50, 85). 
Contudo, recentemente vários estudos demonstram que este recetor está envolvido no transporte 
do péptido β-amilóide através da barreira hematoencefálica (50–55). A ligação do péptido β-
amilóide ao RAGE permite a sua transcitose através da BHE e a circulação deste péptido no 
cérebro está associada a stress oxidativo o que pode promover apoptose, formação de espécies 
reativas de oxigénio, expressão do factor de necrose tumoral, bem como desencadear respostas 
inflamatórias (53). As células Caco-2 também expressam proteína a glicoproteína P (P-gp), o 




















2 Objetivos do Trabalho  
 






O objetivo principal do trabalho apresentado nesta tese consiste na optimização e 
caracterização de um conjunto de compostos sintetizados no laboratório de Farmacocinética e 
Análise Biofarmacêutica do iBET/ITQB da UNL, por forma a melhorar a permeabilidade de 
inibidores da BACE1 candidatos a fármacos para a doença de Alzheimer. Estes compostos são 
de natureza peptídica e são denominados ao longo da tese como inibidores A, B, C e D.  
O desafio deste trabalho prende-se principalmente na dificuldade de permeação da 
barreira hematoencefálica. Moléculas como proteínas e péptidos por norma não atravessam esta 
membrana devido à sua dimensão e propriedades hidrofílicas (87). Por outro lado, moléculas 
hidrofóbicas são normalmente excluídas pela P-gp. Desta forma, é necessário ter em 
consideração as características de permeação desta barreira para desenvolver fármacos 
peptídicos que possam ter como alvo o sistema nervoso central. 
A estratégia que levou à síntese dos inibidores A, B, C e D baseia-se numa modificação 
do inibidor peptídico OM00-3, o qual apesar de ser o inibidor mais potente alguma vez 
reportado não consegue permear a barreira hematoencefálica, não sendo por conseguinte 
efetivo. Essa modificação tem por base a sequência do péptido β-amilóide que é responsável 
pelo seu reconhecimento pelo recetor RAGE e consequente transporte através da barreira 
hematoencefálica para o cérebro. Pretende-se deste modo que os inibidores obtidos sejam 
simultaneamente capazes de inibir o alvo terapêutico (BACE1) bem como de atravessar a 
barreira hematoencefálica por transcitose por interação com o recetor RAGE, de modo a 
poderem assim chegar ao local de ação, o cérebro. O inibidor de referência OM00-3 foi 
sintetizado por mim, enquanto que os inibidores A, B, C e D são o resultado de um projeto em 
curso do laboratório supramencionado. 
A seleção do melhor candidato a fármaco baseou-se nos seguintes critérios: capacidade 
dos compostos efetuarem a função pretendida, inibição seletiva da enzima β-secretase 1 em 
relação à β-secretase 2, resistência à metabolização e permeabilidade no modelo celular Caco-2 



































Figura 2.1 - Diagrama representativo do método de seleção do melhor candidato a fármaco. 
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O diclorometano (DCM), o hexano, o etanol e o cianeto de potássio (KCN) foram 
adquiridos à Fisher Chemical; a piperidina, o acetato de sódio, o fenol, o hidróxido de sódio, a N-
metil-pirrolidina , o Triisopropilsilano (TIS), a N-metil pirolidina (NMP) e a ninhidrina à Sigma-
Aldrich; o éter etílico à Scharlau; a dimetilformamida (DMF) à Lab-Scan; o ácido trifluoroacético 
(TFA) à Roth; di-isopropiletilamina (DIEA) à Merck. 
Todos os aminoácidos protegidos por Fmoc utilizados na síntese dos compostos, bem como 
as resinas, ativadores O-Benzotriazole-N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphate 
(HBTU) e O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- tetramethyl-uronium hexafluorophosphate 
(HATU), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) e o fluoróforo metoxicumarina (MCA) foram fornecidos 
pela Novabiochem.  
 
3.2 Procedimento de síntese de péptidos  
 
3.2.1 Síntese do inibidor OM00-3 
 
O péptido OM00-3 (Glu-Leu-Asp-Leu*Ala-Val-Glu-Phe), onde Leu*Ala representa o 
isóstero hidroxietileno, anteriormente sintetizado no laboratório de Farmacocinética e Análise 
Biofarmacêutica do iBET/ITQB da UNL, foi sintetizado com base no método de síntese de 
péptidos em fase sólida (88). A síntese foi iniciada com 0,25 mmol de uma resina do tipo Fmoc-
Phe-Wang resin (100-200 mesh), (substituição de 0,61 mmol/g). O aminoácido fenilalanina 
protegido por Fmoc (Fluorenilmetiloxicarbonilo) já se encontra acoplado à resina. A sequência de 
aminoácidos (Val-Glu-Phe) até ao isóstero (Leu*Ala) foi sintetizada num sintetizador automático 
de péptidos, (CEM Liberty Automated Microwave Peptide Synthesizer). Na síntese automática 
foram utilizados 4 equivalentes de cada aminoácido em relação à quantidade de resina. A restante 
sequência (Glu-Leu-Asc- Leu*Ala) foi adicionada manualmente ao produto recolhido do 




 Na síntese manual é utilizado um reator idêntico ao representado na Figura 3.1, este reator 
tem uma membrana porosa que permite a filtração a vácuo dos solventes e reagentes 
excedentários sem que existam perdas do composto de interesse, ficando a resina retida pela 
membrana. 
Figura 3.1 - Representação do reator de síntese manual. Imagem produzida com recurso ao programa 
Google SketchUp. 
Antes do acoplamento de cada aminoácido procedeu-se ao swelling da resina através de 
dois ciclos de 30 minutos em 8 mL de DCM seguidos de dois ciclos de 15 minutos em 8 mL de 
DMF, sob atmosfera inerte (N2) e entre adições removeram-se os solventes por filtração a vácuo. 
Após este procedimento, efetuou-se a remoção do grupo protetor (Fmoc), com 20% de piperidina 
em DMF, sob agitação e N2 durante 15 minutos, este processo foi realizado em duplicado de 
forma a garantir a remoção total do grupo protetor. Entre os processos de remoção do Fmoc, a 
resina foi lavada com DMF durante 5 minutos. A remoção de Fmoc foi monitorizada por 
cromatografia de camada fina (TLC), usando como fase móvel: éter dietílico e hexano (3:2, v/v); 
foi ainda realizado um teste de Kaiser (descrito abaixo), que evidência a presença de aminas 
livres. Após a confirmação da existência do grupo amina livre, procedeu-se ao acoplamento do 
aminoácido seguinte.  
Para o acoplamento de cada aminoácido preparou-se uma mistura de acoplamento e uma 
solução de base para catalisar a reação. A mistura de acoplamento e a solução de base preparadas 
foram as seguintes: 
Remoção de solventes  
Membrana porosa 




Mistura de acoplamento – O-Benzotriazole-N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium-hexafluoro-
phosphate (HBTU) (1,95 eq.), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (2 eq.) e aminoácido protegido com 
Fmoc (Fmoc-aminoácido) (2 eq.) em 2 mL de DMF. No caso de incorporação do isóstero 
hidroxietileno (Leu*Ala) apenas se adicionou 1,1eq. de Fmoc-aminoácido, em virtude de ser um 
aminoácido muito difícil de obter, tendo sido também essa a razão que levou à necessidade de 
sintetizar parte do composto pela via manual. 
Solução de base – di-isopropiletilamina (DIEA) (4 eq.) em N-metil pirolidina (NMP). 
Após a preparação da mistura de acoplamento, esta adicionou-se ao reator e deixou-se em 
agitação sob N2; decorrido 1 minuto colocou-se 1 mL da solução de base, mantendo a agitação em 
atmosfera inerte. Após 2 horas removeu-se o solvente e reagentes excedentários por filtração a 
vácuo, e lavou-se 3 vezes a resina com DMF. Procedeu-se a um teste de Kaiser para verificar a 
ausência de grupos amina livres. Este processo de adição de aminoácidos foi repetido até à 
conclusão da sequência peptídica Figura 3.2. 
No final da sequência procedeu-se à remoção da resina, sendo que esta foi previamente 
lavada 3 vezes com DMF e 3 vezes com DCM. Para a remoção efetiva do péptido final e dos 
grupos protetores das cadeias laterais dos aminoácidos utilizou-se uma solução de 95% de ácido 
trifluoroacético (TFA), 2,5% de TIS e 2,5% de água Milli-Q, durante 2 horas em agitação e sob 
atmosfera N2. Filtrou-se a mistura de desproteção por filtração a vácuo, o filtrado foi recolhido e 
concentrado por evaporação do TFA com recurso a um fluxo de N2. Adicionou-se lentamente éter 
dietílico frio num banho de gelo até se observar a precipitação do péptido, o precipitado foi 
filtrado e seco na bomba de vácuo (Edwards), no final analisou-se por espetrometria de massa a 
presença do péptido de interesse utilizando a técnica de ionização por electrospray (ESI), estes 
dados foram fornecidos / obtidos pelo Laboratório de Espetrometria de Massa, a Unidade de 












Figura 3.2 - Representação esquemática do procedimento de síntese do péptido OM00-3 em fase sólida. 
 
3.2.1.1 Kaiser test  
 
Para o ensaio colorimétrico de deteção de terminais amina livres prepararam-se 3 soluções: 
5% de ninhidrina em etanol (g/L), 80% de fenol em etanol (g/L) e 2 mL de KCN 0,001M em 98 
mL de piridina. Recolheram-se 10 a 20 esferas de resina do reator para um eppendorff lavou-se 
com 200μL de etanol, removeu-se o etanol e adicionou-se 100μL de cada uma das soluções 
anteriores, agitou-se e aqueceu-se a 115ºC num AccuBlock™ Digital Dry Baths (Labnet 
international,Inc.) durante 5 a 10 minutos. A presença de grupos amina livres, indicativo de 
desproteção completa do grupo Fmoc ou de um eventual acoplamento incompleto, é evidenciada 
por observação ao microscópio (Leica M-Series Stereo MZ6, com iluminação de KL 1500 LCD - 
SCHOTT) de uma coloração azul-escura tanto na solução como nas esferas de resina. Num 




3.2.2 Síntese do MCA- Glu-Val-Asn-Leu  
A síntese do produto da reação enzimática entre a BACE1 e o substrato (MCA- Glu-Val-
Asn-Leu/Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP, onde / representa a ligação cindível e DNP é 2,4-
dinitrofenol) foi realizada seguindo o protocolo descrito para a síntese manual do péptido OM00-
3 (88), com a exceção da resina, neste péptido utilizou-se uma resina do tipo Fmoc-Leu-Wang 
resin  (100-200 mesh). Também a adição do fluoróforo metoxicumarina (MCA) necessitou de um 
ativador mais forte e de uma reação de acoplamento com uma duração de 24 horas. O ativador 
usado foi o HATU (O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- tetramethyl-uronium 
hexafluorophosphate) (89). Este péptido foi utilizado como padrão do produto da reação 
enzimática. 
 
3.2.3 Síntese do Aβ1823’. 
 
O péptido Aβ1823’ (Val-Phe-Phe-Glu-Asp) é uma fração do péptido neurotóxico βA e foi 
preparado com o objetivo de induzir a expressão do recetor RAGE em células Caco-2. A síntese 
deste composto foi efetuada na íntegra no sintetizador automático (CEM Liberty Automated 
Microwave Peptide Synthesizer) com 4 equivalentes de Fmoc-aminoácido e 3,3 equivalentes de 
HOBt, HBTU e DIEA. Foi utilizada uma resina do tipo Rink Amide - MBHA resin (100-200 
mesh), que permite obter um terminal amida ao invés de um ácido carboxílico. Quando o péptido 
Aβ1823’ estava completo, o terminal amina foi modificado manualmente por um terminal amida, 
através de uma reação de acilação com 25 eq. de anidrido acético, 12,5 eq. de DIEA em 2 mL de 
DMF, durante 1 hora sob agitação e azoto. Só após esta modificação é que se procedeu à remoção 





3.3 Purificação de péptidos  
 
A purificação dos péptidos foi realizada num HPLC preparativo (Waters 2535), equipado 
com uma bomba quaternária, injetor manual (Waters flexInject), desgaseificador de solventes 
(Degasys DG-4413, Uniflows) e um detetor UV/Visivel (Waters 2489), uma pré-coluna (RP-12, 5 
μm) e uma coluna de fase reversa (Júpiter 4 mm Proteo 90 A; C12; 250x21,20mm; 4 μm, 
Phenomenex). Os eluentes utilizados foram o eluente A: água Milli-Q:TFA (100:0,1 v/v) e o 
eluente B: acetonitrilo:água Mili-Q:TFA (90:10:0,1 v/v), a um fluxo de 10 mL/min. Os 
comprimentos de onda analisados foram, 220 nm para todos os compostos, 260 nm para os 
compostos contendo fenilalanina e 323 nm para compostos contendo MCA. As amostras 
recolhidas com o péptido puro foram liofilizadas num aparelho FreeZone plus 2.5L (LabConco, 
VWR) e posteriormente armazenadas a – 20ºC. 
3.3.1 Purificação e análise de OM00-3  
Para purificar péptido OM00-3, este foi dissolvido com uma concentração de 2 mg/mL 
numa solução de 42% H2O Mili-Q, 8% de NaOH 0,2M, 8% de tampão acetato 20 mM a pH=4,5 e 
42% de eluente B (acetonitrilo:água Milli-Q:TFA (90:10:0,1 v/v)). O programa de purificação do 
péptido OM00-3 é um programa maioritariamente isocrático. Inicia-se com uma percentagem de 
90% de eluente A e 10% de eluente B, a partir dos 2 até aos 30 minutos com 68,5% de eluente A 
e 31,5% de eluente B e o restante tempo até aos 50 minutos é utilizados para ciclos de lavagem a 
100% de B, 100% de A e para equilibrar a coluna para a próxima injeção com 90% de eluente A e 
10% de eluente B.  
Para a análise por espetrometria de massa a amostra foi dissolvida em 100 µl de solução 
NaOH (100 mM) e 600 µl ACN + 300 mM solução de ácido acético 10%. Os espetros de massa 
da amostra e do solvente foram adquiridos em modo positivo num espetrómetro de massa API-
ION TRAP(PO03MS). 
 
3.3.2 Purificação e análise de MCA-Glu-Val-Asn-Leu 
O péptido MCA-Glu-Val-Asn-Leu foi solubilizado em 20% de H20, 2% de NaOH (1M), 
10% de Acetonitrilo e 68% de tampão fosfato 10 mM a pH 7. O processo de dissolução seguiu a 




tampão fosfato a pH 7, de forma a neutralizar a solução, uma vez que o composto se degrada a pH 
básico. Na purificação deste péptido utilizou-se um programa que inicia com uma fração 90/10 de 
eluente A/eluente B até aos 2 minutos, seguida de uma zona isocrática dos 2 minutos até aos 25 
minutos de 71% de eluente A e 29% de eluente B. O restante tempo até aos 45 minutos é utilizado 
para ciclos de lavagem a 100% de B, 100% de A e para equilibrar a coluna para a próxima injeção 
com 90% de eluente A e 10% de eluente B.  
Na sua análise por espetroscopia de massa a amostra do péptido foi aplicada diretamente 
numa placa de MALDI utilizando ácido α-Ciano-4-hidroxicinamico (CHCA, 5mg/mL) como a 
solução de matriz em 50% (v / v) de acetonitrilo e 5% (v / v) de ácido fórmico. O espetro de 
massa foi adquirido com os modos de MS reflectrão positivos usando um instrumento MS 
MALDI-TOF/TOF (4800plus MALDI TOF / TOF analisador) (PO 25MS). 
 
3.3.3 Purificação e análise de Aβ1823’ 
Para purificar o péptido Aβ1823’, este foi dissolvido com uma concentração de 2 mg/mL 
numa solução de 42% H2O Mili-Q, 8% de NaOH 0,2M, 8% de tampão acetato 20 mM a pH=4,5 e 
42% de eluente B (acetonitrilo:água Milli-Q:TFA (90:10:0,1 v/v)). Para a purificação deste 
péptido utilizou-se um programa que dos 0 aos 2 minutos tem uma razão eluente A/ eluente B de 
80/20, aos 2 minutos inicia-se uma razão de 65 % de A e 35 % de B até aos 18 minutos, seguido 
de ciclos de lavagem de 100% de B e 100 % de A e para equilibrar a coluna usou-se 80 % de 
eluente A e 20 % de eluente B.  
Para análise por espetrometria de massa a amostra foi dissolvida em 500 l ACN + 10 l 
ácido acético + 490 l H2O. Os espetros de massa da amostra e do solvente foram adquiridos em 
modo positivo num espetrómetro de massa API-ION TRAP(PO03MS). 
 
3.3.4 Avaliação da pureza dos péptidos 
Para avaliar a pureza de todos os péptidos sintetizados utilizou-se um HPLC analitico 
(HPLC LaChrom ELITE, Merck Hitachi) com uma coluna de fase reversa (Jupiter 4 micron 
Proteo 90 A; C12; 250 x 4,60 mm; Phenomenex). Os eluentes utilizados foram o eluente A: água 
Milli-Q:TFA (100:0,1 v/v) e o eluente B: acetonitrilo:água Mili-Q:TFA (90:10:0,1 v/v), a um 




programa utilizado começa com uma zona isocrática de 65% de eluente A e 35 % de B até aos 8 
minutos, seguido de ciclos de lavagem de 100 % de B, durante 2 minutos, 100% de A mais 2 
minutos e por fim equilibrou-se a coluna com  65% de eluente A e 35% de eluente B, durante 3 
minutos.  
 
3.4 Ensaios de inibição   
 
3.4.1 β- Secretase 1 
Os ensaios cinéticos de inibição da BACE1 foram realizados, em eppendorfs num volume 
final de 180 μL, 250 nM de substrato (MCA-Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP) em 
tampão acetato 20 mM, pH 4,5, com 15% de DMSO e 1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich). As 
reações foram realizadas a 37 ° C (estufa: WTB Binder ED 240) durante 2 horas, exceto quando 
indicado, como no caso do estudo da linearidade da reação. Para os estudos de inibição, a 
velocidade da reação foi determinada pelo método de ponto final (apenas se usou um ponto em 
triplicado para a determinação de cada velocidade inicial). Nestes estudos, os inibidores em 
diferentes concentrações foram pré-incubados com a enzima a 37 ° C durante 15 minutos. As 
reações enzimáticas foram paradas pela adição de 60 μL de solução aquosa de acetato de sódio 
2,5 M e agitou-se no vortex a 2500 rpm, antes da análise cromatográfica. 
As soluções stock de substrato e de inibidores foram preparadas em DMSO. A percentagem 
deste solvente orgânico, como referido acima, é de 15% não afetando assim a cinética de inibição 
(32). 
3.4.2 β- Secretase 2 
 
Os ensaios cinéticos de inibição da BACE2 foram realizados em placas de 96 poços de 
volume reduzido (Half Area 96 well da Corning ®), num volume final de 81 μL, com uma 
concentração de substrato (MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP) de 250 nM em 
tampão acetato 20mM pH 4,5, com 15% de DMSO e 1% de Triton X-100. As reações foram 
realizadas a 37 ° C em condições de primeira ordem, durante 1 hora, exceto quando indicado, 




Os estudos de inibição foram realizados por pré-incubação com os inibidores nas diferentes 
concentrações a 37 ° C durante 5 minutos. A velocidade da reação foi determinada por ponto 
final, sendo que as reações foram paradas pela adição de uma solução stop de 27 μL de solução 
aquosa de acetato de sódio 2,5 M, e agitou-se no vortex a 2500 rpm, antes da análise.  
As amostras obtidas nos ensaios de inibição, de BACE1 e BACE2 foram analisadas por 
HPLC analitico (HPLC LaChrom ELITE, Merck Hitachi) com uma coluna de fase reversa 
(Jupiter 4 micron Proteo 90 A; C12; 250 x 4,60 mm; Phenomenex). Os eluentes utilizados foram 
o eluente A: água Milli-Q:TFA (100:0,1 v/v) e o eluente B: acetonitrilo:água Mili-Q:TFA 
(90:10:0,1 v/v), a um fluxo de 1 mL/min. O programa inicia numa zona isocrática de 70% de 
eluente A e 30 % de B até aos 7 minutos, sucedido de ciclos de lavagem de 100 % de B, 100% de 
A e equilibração da coluna para a próxima injeção com 70% de eluente A e 30% de eluente B, 
durante 3 minutos. O comprimento de onda utilizado para deteção foi de 323 nm, pois o composto 
a detetado é MCA-Glu-Val-Asn-Leu, que contem metoxicumarina (MCA) a qual absorve neste 
comprimento de onda. 
Os resultados de inibição dos compostos para ambas as enzimas, BACE1 e 2, foram 
determinados fazendo um ajuste não linear das velocidades de reação pelo método dos mínimos 
quadrados usando a equação de Morrinson (90)(Equação 3.1), em que v é a velocidade inicial da 
reação na presença de determinada concentração de inibidor [I], v0 é a velocidade inicial de 
reação na ausência de inibidor, [E] é a concentração de enzima ativa e Ki a constante de inibição 
aparente. Os valores de IC50 (concentração que inibe 50% da enzima) apresentados, representam a 
média e desvio padrão de três ensaios independentes. 
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3.5 Ensaios de metabolização 
 
A estabilidade dos compostos foi testada em soro Humano e em suspensão de cérebro de 
murganho. 
 
O soro foi obtido a partir do sobrenadante de sangue de dador informado, recolhido em 
tubo estéril sem anticoagulante, que após coagulação (20-30 minutos) foi centrifugado a 20ºC, a 
1500 g durante 10 minutos.  
O cérebro de murganho foi entregue já na forma de suspensão; tendo sido preparada a partir 
de remoção de um cérebro de um murganho saudável, previamente anestesiado com clorofórmio, 
ao qual foi adicionado 90% de PBS com 0,5% de Triton X-100. O cérebro foi triturado e 
homogeneizado com ajuda de um pilão em eppendorff e colocou-se sob ultra-sons durante 10 
minutos. 
Nestes ensaios foi utilizada uma concentração de 10 µM dos compostos (OM00-3, A, B, C 
e D) em HBSS (Hank's Balanced Salt Solution pH = 7,4, T = 37 º C) com 2% de DMSO. Os 
compostos colocaram-se em contacto com o soro humano e suspensão de cérebro de murganho e 
homogeneizou-se a amostra incubando-a posteriormente a 37ºC. A metabolização foi 
monitorizada ao longo do tempo, para determinação dos tempos de semi-vida (t1/2). Para parar a 
reação de metabolização precipitaram-se as proteínas com uma solução de 90% de acetonitrilo, 
10% de H2O e 0,1% de TFA, agitou-se bem a amostra e adicionou-se 33% de HBSS, 
homogeneizou-se e centrifugou-se durante 10 minutos a 14000g, removeu-se de seguida o 
sobrenadante e injetou-se a amostra no HPLC analítico (HPLC LaChrom ELITE, Merck Hitachi), 
todos os tempos foram feitos em triplicado. 
As amostras de todos os inibidores (OM00-3 e inibidores de A a D) obtidas nos ensaios de 
metabolização, soro Humano e suspensão de cérebro de murganho, foram analisadas por HPLC 
analitico (HPLC LaChrom ELITE, Merck Hitachi) com uma coluna de fase reversa (Lichrospher 
100 RP-8 5 micron; 100 * 5 mm; LichroCART). Os eluentes utilizados foram o eluente A: água 
Milli-Q:TFA (100:0,1 v/v) e o eluente B: acetonitrilo:água Mili-Q:TFA (90:10:0,1 v/v), a um 
fluxo de 1 mL/min. O programa inicia-se com um gradiente de 70% de eluente A e 30 % de B 
para 55 % de A e 45 % de B durante 7 minutos, seguido de ciclos de lavagem de 100 % de B, 
100% de A e equilibração da coluna para a próxima injeção com 70% de eluente A e 30% de 




255 nm para a excitação e de 285 para a emissão de compostos com fenilalanina (OM00-3, 
inibidores B e D) e de 275 nm para a excitação e de 307 nm para a emissão de compostos com 
tirosina (inibidores A e C), tendo sido analisados com intensidade média da lâmpada. 
Tanto a metabolização em soro humano como em suspensão de cérebro de murganho 
demonstraram um comportamento de metabolização do tipo bifásico, o qual foi descrito pela 
Equação 3.2 (91). 
 
Equação 3.2 
Onde y representa a quantidade relativa de produto inalterado remanescente; t representa o 
tempo decorrido de metabolização; k1 e k2 representam as duas constantes de metabolização e A é 
uma constante de ajuste. Esta equação por comparação com uma adição simplista de 
monoexponenciais decrescentes, permite constringir a quantidade de produto inalterado ao tempo 
zero à unidade, pois no tempo zero ainda não ocorreu qualquer metabolização do produto. 
A quantidade relativa de produto inalterado foi definida como a razão entre a quantidade de 
produto remanescente no final de um tempo t e a quantidade de produto inicial. As constantes de 
primeira ordem de metabolização e o parâmetro A foram determinados por regressão não linear, 
minimizando a soma dos quadrados dos pontos de quantidade de produto residual dos dados 
experimentais versus os estimados pelo modelo descrito na Equação 3.2. O suplemento Solver do 
Microsoft Excel 2007 foi utilizado com as seguintes opções: Método de Newton, 100 interações, 
precisão de 1x10
-6
, 5% de tolerância e 1x10
-4
 de convergência. A constante de velocidade de 
inativação de primeira ordem obtidos a partir de regressão linear de ln(y) vs tempo foi utilizada 
como o valor inicial para o parâmetro k1 da regressão não-linear. Estes valores de tempo de meia-
vida (t1/2) foram determinados por interpolação dos perfis cinéticos de metabolização obtidos sob 










3.6 Cultura de células 
 
As células Caco-2 (Human colon carcinoma cells) foram adquiridas a American Type 
Culture Collection (ATCC, EUA) e Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen 
(Barunshweig, Alemanha). O crescimento celular foi realizado com recurso a meio DMEM rico 
em glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal de bovino 
(FBS), inativado por temperatura e 1% de aminoácido não essenciais. As células foram mantidas 
em monocamada, em frascos de cultura (T-Flask) de 75 cm
2
 e incubadas a 37 º C com 5% de CO2 
numa atmosfera humidificada. Todos os meios de cultura de células e suplementos foram obtidos 
a partir de Invitrogen (Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley, UK).  
As células de mamífero quando em cultura durante longos períodos de tempo podem ser 
instáveis, exibindo alterações na morfologia, função e padrão de crescimento (64). Contudo 
quando adequadamente congeladas, as células permanecem sem alterações na viabilidade bem 
como noutras características por longos períodos de tempo. Desta forma, um banco de células 
congeladas permite manter as culturas como uma fonte renovável, para além de que também 
minimiza o risco de perda da cultura devido a acidentes, como contaminações por 
microorganismos ou outras linhas celulares (64). Por essa razão as células Caco-2 foram 
congeladas, em fase de crescimento ativo e isentas de contaminantes, com uma concentração de 
2x10
6
 células/mL por criotubo. A solução de congelamento utilizado é constituída por 95% de 
FBS e 5% de dimetil-sulfóxido (DMSO, Sigma). As células foram congeladas a uma taxa de 
arrefecimento de -1ºC/min usando 5100 Cryo 1 ºC Freezing Container, “Mr. Frosty” (Nalgene 
Nunc). Resumidamente, as células cresceram até à fase exponencial, tripsinizaram-se (0.25% 
Trypsin-EDTA, Gibco) para soltar as células do T-Flask e em seguida, foram sedimentadas por 
centrifugação a 200 g durante 10 min a 4ºC. As células foram cuidadosamente ressuspendidas na 
solução de congelação. A suspensão celular foi alíquotada para criotubos (Nalgene Nunc). Os 
criotubos foram então transferidos para o "Mr. Frosty" a -80ºC. Após 24 horas, um criotubo foi 
descongelado para confirmar a eficiência de congelação. O criotubo foi incubado a 37 º C e 
imediatamente após o descongelamento a suspensão celular foi cuidadosamente adicionado a 
meio fresco num T-Flask de 25cm
2
. Após 3 h, o meio do T-Flask que contêm DMSO foi 





3.7 Ensaios de citotoxicidade 
 
Os ensaios de citotoxicidade de todos os compostos em análise (OM00-3, A,  B,  C,  D e 
Aβ1823’) foram realizados utilizando células Caco-2 completamente diferenciadas que foram 
obtidas a partir de um adenocarcinoma de cólon.  
 Resumidamente, as células foram semeadas a uma densidade de 2x10
4
 células/poço em 
microplacas de 96 poços e o meio de cultura foi permutado a cada dois dias. Após confluência 
(cerca de 96 horas após o cultivo), as células Caco-2 foram incubadas com diferentes 
concentrações. As amostras foram diluídas em meio de cultura (DMEM com 0,5% de FBS), 
sendo as concentrações em teste as seguintes: 2,5 nM, 25 nM, 250 nM, 2,5 μM, 25 μM, 50 μm, 
tendo sido utilizada esta gama para todos os compostos. As células de controlo apenas continham 
100% de meio DMEM suplementado com 0,5% de FBS. Depois de 4 e 24 horas de incubação, o 
meio foi removido e foi adicionado a cada poço 100 μL do reagente colorimétrico (MTS, ensaio 
de viabilidade celular CellTiter96®, Promega), com uma concentração de 0,5mg/μL. As células 
foram  mantidas durante 4 horas em contacto com o MTS a 37ºC, 5% de CO2 numa atmosfera 
humidificada.  
O composto MTS é reduzido por células metabolicamente ativas formando um produto de 
formazano colorido, que é solúvel no meio de cultura de tecidos. Este produto foi quantificado a 
partir da absorvância a 490 nm (92) num leitor de placas BioTek
TM
 Power Wave XS. Os 
resultados foram calculados em termos de percentagem de viabilidade celular em relação ao 
controlo. As experiências foram realizadas em triplicado. 
 
3.8 Quantificação de RAGE, Western Blot 
 
Para confirmação e quantificação da expressão do recetor RAGE, as células Caco-2 foram 
cultivadas em placas de 6 poços a uma densidade de 1x10
5
 células/poço. As células foram 
deixadas a crescer em meio DMEM rico em glucose, suplementado com 10% de FBS e 1% de 
aminoácidos não essenciais, efetuando-se trocas de meio três vezes por semana.  
Foram realizadas lises celulares ao longo do período de diferenciação (21 dias) de forma a 




(RAGE). Amostragens proteicas foram realizadas aos 3, 7, 10, 15, 17 e 21 dias após o cultivo. A 
lise celular foi realizada com CelLyticTM B (Sigma-Aldrich) suplementado com um cocktail de 
inibidores de protéases (Calbichem), 200 μL desta solução foram adicionados a cada poço e 
mantidos durante 5 minutos. As células foram removidas e centrifugadas a 10.000g, durante 10 
minutos a 4ºC (Hettich Zentrifugen MIKRO 220R), os sobrenadantes foram congelados a -20ºC 
até ao ensaio por Western Blot. A concentração de proteína total foi determinada como descrito 
no ponto 3.8.1. As proteínas foram separadas por electroforese, como exposto no ponto 3.8.2., e 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, 45μm) utilizando um Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System da BioRad (25 Volt, 1 Ampere, 30 minutos). Após bloqueio com 
BSA a 1% (w/v) em solução salina tamponada com Tris contendo 0,1% (v/v) de Tween-20 
(TBST), a membrana foi incubada durante a noite a 4 º C com o anticorpo primário contra RAGE 
(diluição 1:500, anticorpo de coelho da ABGENT) com um pouco de agitação. A membrana foi 
lavada três vezes durante 5 minutos com TBST e incubada com o anticorpo secundário marcado 
com HRP durante 1 hora (Visualizer™ Western Blot Detection Kit, Millipore) e revelou-se de 
acordo com o protocolo do kit de fabrico usando ChemiDoc® da BioRad. As intensidades 
relativas foram calculadas utilizando software ImageLab® da BioRad.  
 
3.8.1 Quantificação de proteína total 
 
A quantificação de proteína total nos extratos de células Caco-2 foi realizada pelo ensaio do 
ácido bicinconínico (BCA) com o BCA ™ Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology), utilizando 





 por proteínas em meio alcalino (método do biureto) com uma deteção colorimétrica 
sensível e seletiva do catião de cobre (Cu
+
), utilizando um reagente contendo ácido bicinconínico. 
O produto de reação de cor roxa é formado pela quelação de duas moléculas de BCA com um ião 
cuproso (Cu
+
). Este complexo é solúvel em água, exibe uma forte absorvância a 562 nm, sendo 
praticamente linear com o aumento da concentração de proteína ao longo de uma ampla gama de 









A eletroforese para a separação das proteínas foi realizada sob condições desnaturantes 
(SDS-PAGE), seguindo as instruções do fabricante. Foram utilizados geis NuPAGE® Novex® 4-
12% Bis-Tris (Invitrogen), estes géis são de poliacrilamida e têm um ambiente de pH neutro que 
minimiza a modificação das proteínas. Todas as amostras foram desnaturadas e reduzidas durante 
10 min, a 70 º C e preparadas de acordo com instruções do fabricante. A eletroforese foi realizada 
num sistema de eletroforese XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen), utilizando como tampão 
de corrida o NuPAGE ® MES SDS running buffer (Invitrogen). 
 
3.9 Ensaios preliminares de estabilidade na presença de células 
 
Para tentar perceber qual se os compostos interagem com as células Caco-2, inocularam-se 
placas de 96 poços com uma densidade celular de 1x10
4
 células/poço e em cada conjunto de 
poços desenvolveu-se uma série de ensaios, tais como: colocar os compostos em contacto com as 
células, para determinar se a concentração de composto que desaparece do meio extracelular, 
bloqueou-se o recetor RAGE, de forma a perceber se tinha interferência na possível ligação dos 
compostos ao recetor, células cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS, 1% de 
aminoácidos não essenciais e Aβ1823’, para tentar estimular a expressão de RAGE e verificar um 
maior desaparecimento de composto do meio extracelular. 
Todos as amostra experimentais obtidas nos ensaios preliminares de estabilidade na 
presença de células foram analisadas por HPLC analítico (HPLC LaChrom ELITE, Merck 
Hitachi), relativamente ao controlo que não esteve em contacto com a cultura celular. A coluna 
utilizada era de fase reversa (Gemini-NX 5 micron 110A; C 18; 150 x 4,60 mm; Phenomenex). Os 
eluentes utilizados foram o eluente A: água Milli-Q:TFA (100:0,1 v/v) e o eluente B: 
acetonitrilo:água Mili-Q:TFA (90:10:0,1 v/v), a um fluxo de 1 mL/min. O programa inicia em 
100% de eluente A até ao 2 minutos, seguido de um gradiente até aos 5 minutos onde se atinge 
um fração 70/30 de eluente A / eluente B, dos 5 aos 12,5 minutos um gradiente até 50 % de A e 
50% de B e por fim ciclos de lavagem de 100 % de B, durante 2 minutos, 100% de A mais 2 
minutos. Os comprimentos de onda utilizados para deteção são 255 nm de excitação e 285 de 




307 nm de emissão para compostos com tirosina (inibidores A e C), foram analisados com 
intensidade média da lâmpada. 
 
3.9.1 Ensaios de estabilidade dos compostos em contacto com as células 
Caco-2. 
Neste ensaio, colocaram-se os compostos (OM00-3, péptidos A e C) em contacto com as 
células em diferentes concentrações (10 μM, 2,5 μM e 500 nM) e monitorizou-se ao longo do 
tempo a concentração de cada composto no meio (0, 15, 45, 90, 240 minutos).  
 
3.9.2  Bloqueio do recetor RAGE. 
 
Para avaliação do impacto do recetor RAGE nos resultados do ensaio anterior procedeu-se 
ao bloqueio do recetor RAGE com anticorpo policlonal de coelho 0,25 mg/mL de concentração 
(RAGE (AGER) Antibody (N-term), fornecido por ABEGENT) foi utilizada uma diluição de 
1:100. As células foram incubadas com o anticorpo overnight em meio DMEM suplementado 
com 10% de FBS e 1% de aminoácidos não essenciais a 37ºC, 5% de CO2, numa atmosfera 95% 
humidificada. Após a incubação com o anticorpo anti-RAGE, procedeu-se a duas lavagem com 
HBSS (Hank's Balanced Salt Solution pH a 7,4, 37 º C), posteriormente colocaram-se os 
compostos (OM00-3, A e C) com uma concentração de 2,5 μM, e analisou-se a concentração de 
cada composto no meio extracelular ao fim de 4 horas. Após o ensaio as células foram lavadas 
duas vezes com HBSS (pH a 7,4, 37 º C) e lizadas com CelLyticTM B (Sigma-Aldrich) 
suplementado com um cocktail de inibidores de protéases (Calbichem), 50 μL desta solução 
foram adicionados a cada poço e mantida durante 5 minutos. Os detritos celulares foram 
centrifugados a 10.000g, durante 10 minutos a 4ºC (Hettich Zentrifugen MIKRO 220R) e 






3.9.3 Células cultivadas na presença de Aβ1823’. 
  
Para este ensaio utilizou-se uma placa de 96 poços com uma concentração de inóculo de 
1x10
5
 células/poço, as células cresceram durante 8 dias, com meio DMEM suplementado com 
10% de FBS, 1% de aminoácidos não essenciais e 2,5 μM ou 10 μM do ligando Aβ1823’, sendo o 
meio renovado de 2 em 2 dias. O objetivo deste ensaio consistia em testar o aumento da expressão 
do recetor RAGE por exposição ao Aβ1823’uma vez que existem evidências de que a presença de 
um ligando para o recetor RAGE aumenta a sua expressão celular (50). Antes do ensaio 
efetuaram-se duas lavagens dos poços com HBSS (pH a 7,4, 37 º C), de seguida colocaram-se os 
compostos em teste (A e C) em contacto com as células numa concentração de 2,5 μM, e 
analisou-se a concentração de cada composto no meio ao longo do tempo (2,5, 5, 10, 15 e 30 
minutos). Após o ensaio, as células foram lavadas duas vezes com HBSS (pH a 7,4, 37 º C) e 
lizadas com CelLyticTM B (Sigma-Aldrich) suplementado com um cocktail de inibidores de 
protéases (Calbichem), 50 μL desta solução foram adicionados a cada poço e mantida durante 5 
minutos. Os detritos celulares foram aspirados e centrifugados a 10000g, durante 10 minutos a 
4ºC (Hettich Zentrifugen MIKRO 220R) e posteriormente analisados por HPLC. Resultados não 
apresentados, pois apresentaram-se inconclusivos. 
 
3.10 Ensaios de permeabilidade 
 
Para os estudos de transporte, as células Caco-2 foram cultivadas em transwell® de 12 mm 
(membrana de policarbonato, tamanho de poro 0,4 μm, Corning Costar) com uma densidade de 
3,0x10
4
 células / poço. Os compartimentos basolateral (serosa) e apical (mucosa) continham 1,5 e 
0,5 mL de meio de cultura, respetivamente. As células foram deixadas a crescer até à confluência, 
seguido de diferenciação, aproximadamente 21 dias após o inóculo. O meio (DMEM 
suplementado com 10% de FBS, 1% de aminoácido não essênciais) foi renovado de dois e dois 
dias até ao dia 14 após inóculo, a partir deste dia até ao dia do ensaio o meio foi renovado 
diariamente e a resistência elétrica transepitelial (TEER) das monocamadas foi monitorizada 
utilizando um voltímetro EVOM
TM




Para iniciar o ensaio de permeabilidade o meio foi removido e após duas lavagens com 
HBSS (pH a 7,4; 37 º C) os compostos com uma concentração de 25 μM em HBSS (pH a 7,4; 37 
º C), foram adicionados ao lado apical da monocamada celular. 
O transporte transepitelial foi seguido ao longo do tempo. Aos 5, 15, 30, 60 e 120 minutos 
de incubação a 37ºC, 5% de CO2 numa atmosfera humidificada, as amostras foram recolhidas a 
partir do compartimento basolateral e imediatamente analisadas por HPLC, condições de análise 
iguais às descritas no ponto 3.9. 
 
Os coeficientes de permeabilidade aparente (Papp) dos compostos foram calculados na 
região de linearidade, utilizando a Equação 3.3: 
   
Equação 3.3 
Onde V é o volume da solução no compartimento basolateral, A é a área de superfície da 
membrana, C0 é a concentração inicial do composto apresentado no compartimento apical e dC/dt  




















4 Resultados e Discussão 
 
 





4.1 Síntese de péptidos  
Os péptidos estudados neste trabalho foram obtidos através de síntese em fase sólida com 
recurso ao Fmoc como grupo protetor. A construção de uma cadeia peptídica através de um 
suporte sólido insolúvel tem diversas vantagens, tais como a fácil separação dos reagentes 
excedentários através de uma simples lavagem, o que economiza tempo e trabalho quando 
comparado com as operações de síntese em solução. Além disso, muitas das operações são 
passíveis de automatização, e as perdas físicas do péptido de interesse são minimizadas, uma vez 
que o péptido permanece ligado ao suporte sólido durante toda a síntese (94). Esta abordagem tem 
contudo limitações, como por exemplo o aparecimento de subprodutos resultantes de reações 
incompletas que irão permanecer ligados à resina e, assim no final, para além do péptido de 
interesse poderemos ter péptidos mais pequenos, aos quais faltam algum(s) aminoácido(s), o que 
pode tornar a purificação do produto mais difícil (94). 
A primeira tarefa deste trabalho foi a síntese de um inibidor peptídico de referência, o 
OM00-3, NH2-Glu-Leu-Asc-Leu*Ala-Val-Glu-Phe-COOH, onde Leu*Ala representa o isóstero 
de hidroxietileno (1). O OM00-3 é um inibidor muito potente da β-secretase 1 com uma constante 
de inibição dentro da escala subnanomolar (0,3 nM) (95), tendo sido considerado promissor para 
o tratamento da DA. Infelizmente a sua grande dimensão e hidrofilia conferida pela sua estrutura 
peptídica afetam seriamente a sua utilização in vivo, não conseguindo atingir o local de ação, o 
cérebro (96). O propósito de sintetizar este inibidor foi o de obter o melhor comparador 
atualmente existente para os ensaios de inibição da BACE-1. Este péptido foi sintetizado em fase 
sólida e purificado em HPLC preparativo (Waters 2535).  
Na Figura 4.1 encontram-se representados os cromatogramas de purificação, analisados nos 
comprimentos de onda de 260 nm, para detetar fenilalanina e 220 nm para detetar a ligação 
peptídica, sendo o pico com tempo de retenção de 29,1 minutos, correspondente ao péptido 
OM00-3. Após a purificação obteve-se um rendimento de 16% e pureza de 99,8% (Figura 4.2), 
quantificado por HPLC analítico. A análise por espetrometria de massa foi efetuada em modo 
positivo num espetrómetro de massa API-ION TRAP(PO03MS), sendo o pico maioritário 















Figura 4.1 – Cromatograma de purificação do inibidor OM00-3. Condições descritas no capitulo materiais 
e métodos ponto 3.3.1. 
 
 
Figura 4.2 - Cromatograma de HPLC do inibidor OM00-3. Condições descritas no capitulo materiais e 




















O péptido MCA- Glu-Val-Asn-Leu foi sintetizado manualmente com recurso à síntese em 
fase sólida. Este péptido foi utilizado como padrão do produto da reação enzimática entre o 
substrato fluorogénico (MCA-Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP) e a enzima β-
secretase. Por clivagem enzimática pela BACE1 o substrato MCA-Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-
Glu-Phe-Lys-DNP, origina dois produtos de reação: MCA- Glu-Val-Asn-Leu e Asc-Ala-Glu-Phe-
Lys-DNP, sendo que o primeiro é fluorescente devido à presença do grupo metoxicumarina 
(MCA). O cromatograma de purificação encontra-se representado na Figura 4.4, sendo que o pico 
com tempo de retenção de 30,4 minutos é relativo a MCA- Glu-Val-Asn-Leu e obteve-se um 
rendimento de 32% e uma pureza de 99,4% (Figura 4.5). O pico de 777.3 g/mol observado no 




























Figura 4.4 -  Cromatograma de purificação do péptido MCA- Glu-Val-Asn-Leu. Condições descritas no 
capitulo materiais e métodos ponto 3.3.2. 
 
 
Figura 4.5- Cromatograma de HPLC do péptido MCA- Glu-Val-Asn-Leu. Condições descritas no capitulo 

























































































































Figura 4.6 - Espetro de MALDI-TOF do péptido MCA- Glu-Val-Asn-Leu. Condições descritas no capitulo 
materiais e métodos ponto 3.3.2. 
 
O péptido Aβ1823’ (Ac-Val-Phe-Phe-Glu-Asp) é uma fração do péptido amiloidogénico 
βA, desde o aminoácido 18 ao 23. A síntese deste péptido foi efetuada num sintetizado 
automático, no cromatograma de purificação o pico com tempo de retenção de 25,2 minutos 
corresponde ao composto de interesse, Aβ1823’ (Figura 4.7). Obteve-se um rendimento de 39,8% 
e uma pureza de 97,6% (Figura 4.8). Na Figura 4.9 está representado o espetro de massa do 
Aβ1823’, onde existem dois picos de interesse, 768.01 g/mol e 1535 g/mol. O pico de menor 
massa corresponde à massa molecular do composto enquanto que o segundo corresponde à 









Figura 4.7 – Cromatograma de purificação do composto Aβ1823’. Condições descritas no capitulo 
materiais e métodos ponto 3.3.3 
 
Figura 4.8 - Cromatograma de HPLC do péptido Aβ1823’. Condições descritas no capitulo materiais e 
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4.2 Ensaios de inibição 
Os compostos A, B, C e D são de base peptídica e foram desenhados e sintetizados por um 
membro do grupo de Farmacocinética e Análise Biofarmacêutica do iBET/ITQB da UNL, com 
vista a obter um possível fármaco contra a doença de Alzheimer (DA), tendo a enzima β-
Secretase 1 como alvo terapêutico e a enzima β-Secretase 2 como alvo a evitar. 
 
4.2.1 Otimização de condições de ensaio de inibição 
 
Para a concretização dos ensaios de inibição das enzimas BACE1 e BACE2 foi necessário 
um longo processo de otimização das condições de reação, sendo que, um dos primeiros 
obstáculos encontrados foi o da dissolução do substrato (MCA-Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-
Phe-Lys-DNP). Analisando os cromatogramas da Figura 4.10 é possível verificar uma diminuição 
do sinal referente ao substrato devido a precipitação ao longo do tempo na ausência de solvente 
orgânico. As condições ótimas para a preparação do substrato são concentrações de substrato 
inferiores a 250 nM na presença de 15% de DMSO em tampão acetato 20 mM a pH 4,5.        
        
Figura 4.10 – Monitorização da quantidade de substrato, preparado em tampão acetato, 20mM pH 4,5, por 
HPLC. Cromatograma preto: solução de substrato (MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP) 
preparada no momento de injeção; cromatograma vermelho: solução analisada 2 horas após a preparação; 
cromatograma azul: solução analisado após 4 horas. 




Concluído todo o processo de optimização das condições de substrato, procedeu-se à 
caracterização da estabilidade das enzimas (BACE1 e BACE2). Da Figura 4.11 à Figura 4.14 
apresentam-se uma série de ensaios realizados para definir a região de linearidade necessária para 
efetuar o estudo em si e que pode ser comprometida por diversos fatores como o esgotamento do 
substrato, a desativação enzimática ou até mesmo inibição pelo produto formado ao longo da 
reação.  
No caso da enzima BACE1, observa-se linearidade da formação do produto em função do 
tempo durante 4 horas para a concentração de enzima de 2 nM (Figura 4.11B). No que respeita à 
formação do produto em função da concentração de enzima verifica-se também uma situação de 
linearidade, mas para um tempo de reação de 2 horas (Figura 4.12). Deste modo, foram assim 
encontradas as condições adequadas para a determinação da velocidade da reação. Para as reações 
de inibição foi então utilizada uma concentração de enzima de 2 nM e um tempo de reação de 2 
horas. 
 
Figura 4.11 – A) Curva de progressão da síntese enzimática do produto MCA- Glu-Val-Asn-Leu , 
[BACE1]= 5 nM, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão acetato 20 
mM; pH 4,5; 15% de DMSO e 1% de Triton X-100. B) Curva de progressão enzimática até ao limite de 
linearidade [BACE1]= 2 nM, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão 














Figura 4.12- Dependência da concentração de produto formado com a concentração de enzima BACE1 
com [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão acetato 20 mM; pH 4,5; 
15% de DMSO e 1% de Triton X-100, t = 2 horas. 
No caso da enzima β-Secretase 2, verificou-se que esta atinge o limite de linearidade mais 
rapidamente do que a BACE1, muito provavelmente devido à desativação pela temperatura, uma 
vez que é mais sensível ao calor do que a BACE1, tendo-se considerado a zona de linearidade 
apenas até à 1 hora de reação (Figura 4.13B). A Figura 4.14, demonstra a linearidade da formação 
do produto em função da concentração de enzima de uma forma análoga tal como demonstrado 
para a BACE1. As condições escolhidas para a realização das reações de inibição com esta 
enzima foram uma concentração de enzima de 7 nM e 1 hora de reação.   
 
Figura 4.13 – A) Curva de progressão enzimática, [BACE2]= 7 nM, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-
Glu-Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão acetato 20 mM; pH 4,5; 15% de DMSO e 1% de Triton X-100. B) 
Curva de progressão enzimática até ao limite de linearidade, [BACE2]= 7 nM, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-















Figura 4.14 - Variação da concentração de enzima BACE2 com [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-
Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão acetato 20 mM; pH 4,5; 15% de DMSO e 1% de Triton X-100. 
 
4.2.2 Ensaio de inibição e seletividade 
Após a otimização das condições reacionais para cada enzima, foram realizados testes para 
a determinação da potência de inibição de cada inibidor (OM00-3 e inibidores: A, B, C e D) em 
relação a cada uma das enzimas. O perfil de inibição de cada inibidor em relação às duas enzimas 
em estudo foi representado num mesmo gráfico (Figura 4.15) por forma a evidenciar a sua 
seletividade para BACE1 em relação à BACE2. Quanto maior a distância entre os dois perfis 
maior é a capacidade do inibidor ser mais seletivo para uma enzima em relação a outra.  
A potência relativa dos inibidores é normalmente quantificada por comparação das suas 
constantes de inibição (Ki) para a enzima em estudo. Para os inibidores clássicos que são 
caracterizados por constantes de inibição (Ki) muito maiores do que concentração de enzima 
([E0]) utilizada no ensaio, esta comparação é facilitada. No caso de inibidores de elevada 
afinidade (tight binding inhibitors) que são caracterizados por valores de Ki comparáveis em 
magnitude à concentração de enzima ou mesmo muito inferiores (Ki << [E0]) (97) surgem 
dificuldades em determinar o valor de Ki (98). Desta forma, para analisar os resultados de inibição 
nesta tese utilizou-se o modelo de Williams e Morrison (90), que foi desenhado para este tipo de 
inibidores de elevada afinidade. O procedimento consistiu num ajuste não linear das velocidades 







Figura 4.15 – Cinéticas de inibição. Os resultados de atividade são expressos em atividade relativa à obtida 
na ausência de inibidor. ● [BACE1]= 0,002 U/µL, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP]= 
250 nM em tampão acetato 20 mM pH 4,5, 15% de DMSO e 1% de Triton X-100, a 37ºC. ▲ [BACE2]= 
0,01 U/µL, [MCA- Glu-Val-Asn-Leu-Asc-Ala-Glu-Phe-Lys-DNP]= 250 nM em tampão acetato 20 mM pH 
4,5, 15% de DMSO e 1% de Triton X-100, a 37ºC.Os resultados foram ajustados com recurso ao 











Neste trabalho foram determinados apenas valores de IC50, uma vez que a determinação dos 
valores de Ki foi dificultada pela baixa solubilidade do substrato em estudo, que não permite 
atingir concentrações suficientemente elevadas para determinar o valor de KM com exatidão, o 
qual pela equação de Cheng-Prusoff (Equação 4.1), permitiria então sim a determinação dos 




Onde, Ki é a constante de inibição, IC50 é a concentração de inibidor que inibe 50% da 
atividade da enzima, [S] é a concentração de substrato e KM é a constante de Michaelis-Menten. 
No que respeita aos ensaios de inibição da enzima BACE1, o composto de referência 
(OM00-3) (1) é o que apresenta maior poder de inibição com um valor de IC50 de  1,3 nM. Este 
valor é contudo um pouco dispar do referenciado na literatura e reportado por Turner. et al (0,3 
nM), facto que se fica a dever não só, a ser um valor de IC50 e não de Ki, mas também devido a 
estes autores usarem uma outra isoforma da BACE1 que é constituida unicamente pelo centro 
ativo. Este facto justifica a menor potência determinada neste trabalho, em que se utiliza a 
totalidade da enzima, e em que poderá existir algum impedimento esterioquimico de acesso do 
inibidor ao centro ativo (32). Todos os restantes inibidores tem valores de IC50 muito próximos, 
entre 2 e 3 nM, ou seja as diferenças estruturais entre os diversos inibidores afetam a sua atividade 
perante a BACE1 de uma forma mínima e sem diferença estatística quando comparados com a 
referência (Tabela  4.1).  
No caso da enzima β-secretase 2, os inibidores já não se revelam tão potentes, apresentando 
assim seletividade para a BACE1. Novamente o OM00-3 é o inibidor com o valor de IC50 mais 
baixo, 3 nM, sendo este também o inibidor com menor seletividade. Os resultados de IC50 dos 
diferentes inibidores, no caso da BACE2, são mais díspares entre si e apresentam diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,01, pela a análise de variância (ANOVA)), o que significa que 
as diferenças estruturais dos inibidores A – D contribuíram para a diferença observada na potência 
de inibição da BACE2. As diferenças estruturais presentes no inibidor C são aquelas que 
permitem obter a maior razão entre as potências de inibição entre a BACE2 e BACE1 pelo que 









BACE1 BACE2 Rácio 
(BACE2/BACE1) IC50 (nM) R
2
 IC50 (nM) R
2
 
OM00-3 1,25 ± 0,38 0,98 3,01 ± 0,30 0,97 2,41 
Inibidor A 2,01 ± 0,25
#
 0,97 14,24 ± 2,16
#
 0,97 7,08 
Inibidor B 2,10 ± 0,09
#
 0,96 7,28 ± 0,90
#
 0,99 3,47 
Inibidor C 2,15 ± 0,67 0,96 18,28 ± 0,54
#
 0,98 8,50 
Inibidor D 3,10 ± 0,33
#
 0,97 10,85 ± 1,03
#
 0,98 3,50 
#




4.3 Ensaios de Metabolização 
 
No processo de desenvolvimento de um fármaco é necessário avaliar a sua estabilidade 
metabólica. Assim, procedeu-se ao estudo da estabilidade dos compostos OM00-3, inibidores: A, 
B, C e D na presença de soro humano (Figura 4.16) e de suspensão de cérebro de murganho 
(Figura 4.17). O ajuste efetuado aos pontos experimentais tem por base um modelo de 
metabolização bifásico descrito pela equação 3.2 (91). 
 
Figura 4.16 – Curvas cinéticas de metabolização dos inibidores em soro de humano ao longo do tempo. Os 
resultados são apresentados em quantidade relativa ao controlo sem metabolização. Condições descritas na 





Figura 4.17 – Curvas cinéticas de metabolização dos inibidores em suspensão de cérebro de murganho ao 
longo do tempo. Os resultados são apresentados em quantidade relativa ao controlo sem metabolização. 
Condições descritas na secção de materiais e métodos ponto 3.5. 
A maioria dos fármacos são administrados numa dose fixa e em intervalos regulares para 
atingir a sua eficácia terapêutica. A sua duração de ação depende diretamente do seu tempo de 
semi-vida plasmática ( t 1/2 ). Assim, o t 1/2 de um fármaco no plasma é um dos principais fatores 




Os inibidores em teste têm por base uma estrutura peptídica podendo ligar-se a proteínas 
transportadoras no sangue, ou até mesmo entrar nas células do sangue. Esses processos estão em 
equilíbrio e a internalização dos compostos está dependente da ligação do inibidor à proteína 
transportadora. Outro fator que pode afetar a chegada de péptidos ao local de ação é o grande 
número de enzimas, localizadas nas células endoteliais e no plasma, que os metabolizam (48). 
Os inibidores C e D foram desenhados de forma a possuírem maior estabilidade, a qual se 
confirma através destes resultados em soro humano. Os inibidores C e D apresentam tempos de 
semi-vida de cerca de 3,5 horas (Tabela 4.2), o que é óptimo considerando que são fármacos de 
natureza peptídica e que por conseguinte têm uma metabolização muito rápida em soro. 
No futuro será necessário proceder-se a ensaios em animais, pelo que a determinação da 
percentagem de metabolização em cérebro de murganho ajudará a decidir qual a dosagem 
necessária para a viabilidade do ensaio, uma vez que, caso a degradação no cérebro seja elevada, 
será necessário uma dosagem maior de forma a se conseguir detetar o pico correspondente ao 
composto em teste por HPLC, bem com obter uma concentração mínima de inibidor para que o 
fármaco seja efetivo. 
Os inibidores C e D são os compostos com melhores resultados de metabolização também 
na suspensão de cérebro de murganho (Tabela 4.2). Os inibidores C e D são os que se 
metabolizam mais lentamente muito embora a sua estabilidade diminua ligeiramente em relação 
ao soro humano. Contudo ainda atingiram um tempo de semi-vida de 3 horas, o que é um óptimo 
indicador tendo em conta a natureza peptídica dos inibidores que levaria a supor que teriam uma 
semi-vida muito mais baixa. Adessi et al. reporta fármacos peptídicos em extratos cerebrais com 
valores de semi-vida na ordem de grandeza de minutos apenas (99). Acresce ainda a elevada 
potência dos inibidores o que faz com que a semi-vida encontrada seja sem dúvida promissora 
para que se venham a tornar fármacos bastante efetivos. Os inibidores OM00-3, A e B, 
apresentam uma maior estabilidade na suspensão de cérebro do que no soro, com valores de t1/2 de 








Tabela 4.2  – Tempos de semi-vida (t1/2)  dos inibidores: OM00-3 e A – D, em soro humano e em 
suspensão de cérebro de murganho, a 37ºC. 
Inibidor 
Soro Humano 




t1/2  (h) R
2 
OM00-3 0,97 ± 0,23 0,979 1,98 ± 0,21 0,983 
A 1,12 ± 0,09 0,978 1,58 ± 0,05
#
 0,970 
B 1,55 ± 0,05
#
 0,979 2,20 ± 0,10 0,992 
C 4,02 ± 0,29
#
 0,997 3,10 ± 0,14
#
 0,999 
D 3,23 ± 0,08
#









4.4 Ensaios de citotoxicidade 
 
Antes da realização dos ensaios de permeabilidade é necessário avaliar se os compostos em 
teste não têm atividade citotóxica nas células a utilizar no ensaio, caso os compostos apresentem 
toxicidade a integridade da monocamada celular será afetada conduzindo a possíveis falsos 
positivos. Desta forma, para avaliar a toxicidade dos compostos em teste (OM00-3, A, B, C, D e 
Aβ1823’) nas células de cancro de cólon humano (Caco-2), procedeu-se a um ensaio onde as 
células foram submetidas a diferentes concentrações de composto (2,5 nM, 25 nM, 250 nM, 2,5 
µM, 25 µM, 50 µM) durante 4 e 24 horas e a viabilidade celular foi avaliada com recurso ao 





Figura 4.18 – Avaliação da viabilidade celular após incubação dos inibidores durante 4 e 24 horas em 
diferentes concentrações de OM00-3, péptidos: A – D e Aβ1823’ nas células Caco-2, a percentagem de 
viabilidade é calculada através do controlo de células sem adição de compostos. Avaliação da viabilidade 




Os tempos dos ensaios foram delineados com uma duração de 4 horas para avaliar a 
toxicidade dos compostos durante os ensaios de permeabilidade, contudo uma vez que nenhum 
dos compostos mostrou ter toxicidade nas células Caco-2, optou-se por prolongar o tempo de 
incubação dos compostos durante 24 horas. Uma vez que os inibidores se tratam de candidatos a 
fármacos, estes poderão vir a ser administrados por via oral e 24 horas permite cobrir largamente 
o tempo máximo que o composto estará em contacto com as células epiteliais do intestino. Como 
é observável na Figura 4.18 os compostos não são tóxicos para as Caco-2 após 24 horas mesmo 
na concentração mais elevada, 50 µM, este resultado já era em si esperado devido às 





4.5 Confirmação da expressão do recetor RAGE em Caco-2 
 
De forma a perceber em que fase do processo de diferenciação celular é expresso o recetor 
RAGE nas células Caco-2 fornecidas pela ATCC, procederam-se a lises celulares durante este 
processo, aos 3, 7, 10, 15, 17 e 21 dias. Foi ainda testada uma amostra de células Caco-2 
fornecidas pela DSMZ, com 21 dias de diferenciação, que foram utilizadas como controlo pois 
segundo Zill et al. o recetor RAGE é expresso em Caco-2 da DSMZ (100). A quantidade de 
proteína aplicada em cada pista foi limitada pela quantidade de proteína total obtida na lise celular 
de um poço de uma placa de 6 poços, uma vez que o objetivo deste ensaio seria apenas confirmar 
se o recetor estava a ser expresso nas células Caco-2 ATCC, não havendo a preocupação de todos 
os poços terem a mesma quantidade de proteína. 
Para a caracterização do RAGE ao longo do processo de diferenciação, as células foram 
lisadas e a concentração de proteína total nos extratos celulares foi determinada por BCA. A 
expressão de RAGE foi verificada logo numa fase muito precoce de diferenciação e aos 3 dias de 





Figura 4.19 - Análise por Western blot da expressão do recetor RAGE em extratos totais de proteínas das 
células Caco-2 na passagem 34 ao longo do processo de diferenciação. A) Pistas 1. Controlo positivo, 100 
ng RAGE comercial; 2. 21º dia, 177 μg de proteína total das células fornecidas por DSMZ;  Nas pistas 3 a 8 
foram utilizados extratos celulares de células Caco-2 fornecidas por ATCC:  3. 21º dia, 177 μg de proteína 
total; 4. 17º dia, 177 μg de proteína total; 5. 15º dia, 85 μg de proteína total; 6. 10º dia, 177 μg de proteína 
total; 7. 7º dia, 177 μg de proteína total; 8. 3º dia, 17 μg de proteína total; A pista 2 corresponde a células 
Caco-2 fornecidas por Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen (Barunshweig, 
Alemanha) (DSMZ), que foram mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS inativado por 
temperatura, 5% de CO2 a 37ºC. 
Os resultados observados na Figura 4.19, demostram que o recetor RAGE é expresso tanto 
nas células Caco-2 da ATCC como nas DSMZ. As células da ATCC e DSMZ provêm ambas do 
mesmo banco celular, contudo poderiam ter sofrido algumas alterações na sua composição 
proteica, devido a uma eventual exposição a condições diferentes. No caso específico do RAGE, 
pela análise dos resultados apresentados não se verificam diferenças na expressão. Em todas as 
 






amostras são visíveis duas bandas, estas correspondem a duas isoformas de RAGE, uma com 55 
kDa e outra com cerca de 30 kDa (85). Verificou-se que o recetor é expresso durante todo o 
processo de diferenciação, este encontra-se presente desde um estado muito precoce uma vez que 
no 3º dia após inoculo já é visível a presença do recetor RAGE, com maior abundância da 
isoforma de 55 kDa. O controlo positivo, RAGE da ProSpec é a isoforma de 32 kDa, esta 
isoforma apenas contém 331 aminoácidos da sequência integral de 404 aminoácidos, sendo a 
sequência com 404 aminoácidos reportada como detendo 55 kDa de peso molecular (101). A 
isoforma de menor peso molecular deve-se ao splicing do exão 8 na íntegra o que resulta na perda 
dos domínios transmembranares e citosólicos do recetor RAGE, verificando-se a ausência dos 
aminoácidos necessários para formar uma proteína transmembranar e, por conseguinte, é provável 
que seja uma variante solúvel (101). Desta forma, a isoforma de interesse para este trabalho é a 
que detém a sequências de aminoácidos completa (404 aminoácidos), 55 kDa, uma vez que será 
essencial que o recetor se encontre à superfície das células para o reconhecimento e transporte dos 




4.6 Ensaios preliminares de estabilidade na presença de células 
 
De forma a entender melhor qual o comportamento dos compostos quando em contacto 
com as células Caco-2, procedeu-se a uma série de ensaios, tais como: colocar os compostos em 
contacto com as células em placa, bloqueio do recetor RAGE por anticorpo anti-RAGE e por fim 
células cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS, 1% de aminoácidos não 
essenciais e 10 µM do ligando Aβ1823’ (Figura 4.20). 
Inicialmente colocaram-se os compostos em contacto com as células Caco-2 e avaliou-se a 
sua concentração no meio ao longo do tempo para detetar um eventual decaimento da sua 
concentração, o que poderia ser devido a metabolização ou internalização. Na Figura 4.20I, 
analisou-se o composto de referência OM00-3 e os inibidores A e C, sendo que possivelmente o 
OM00-3 poderá estar a ser metabolizado pelas células, uma vez que tem um decaimento contínuo 
ao longo do tempo. Em contrapartida, os inibidores A e C têm um decréscimo abrupto, de cerca 
de 30%, no início e logo depois a sua concentração permanece constante durante 4 horas, pelo que 
se infere que com este tipo de comportamento o composto não esteja a ser metabolizado ao longo 
do tempo. Uma hipótese para justificar este comportamento poderá estar relacionada com um tipo 
de transporte celular espectável para este tipo de compostos, designado de transporte mediado por 
recetores. É característico deste tipo de transporte a rapidez de entrada nas células devido ao 
reconhecimento específico pelo recetor, contudo à medida que é internalizado em vesículas de 
endocitose este deixa de estar disponível para efetuar o transporte, sendo um processo limitado 
pela disponibilidade do recetor na superfície celular.  
De forma a eliminar algumas hipóteses de metabolização dos inibidores por parte de 
enzimas libertadas para o meio extracelular pelas células, utilizou-se um cocktail de inibidores de 
proteáses conjuntamente com a solução de composto teste. Como se observa nas Figura 4.20II e 
III o desaparecimento dos compostos do meio extracelular é idêntico ao que não contém inibidor 
de protéases, pelo que este resultado corrobora a hipótese anteriormente levantada do 
desaparecimento do composto do meio se dever à internalização na célula ou pelo menos, ligação 
ao recetor e não a um processo de metabolização. 
Como acima referido e de acordo com o design específico dos inibidores em estudo infere-
se que o transporte dos inibidores mediado pelo recetor RAGE seja de facto possível. No sentido 
de comprovar esta inferência tentou-se bloquear este recetor com um anticorpo especifico, na 
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lenta. Todavia, os compostos mantiveram o mesmo comportamento, um desaparecimento de cerca 
de 30% (Figura 4.20II e III). Uma explicação para este resultado negativo estará relacionada com 
o facto do anticorpo específico para o RAGE se ligar à extremidade N-terminal do recetor (102), 
local este que não deverá afetar a possível ligação dos compostos, uma vez que o sítio de ligação 















Figura 4.20 – Ensaios indicativos de possível permeabilidade celular. I) Composto em contacto com as 
células Caco-2 numa concentração de 2,5µM em HBSS ao longo do tempo. II e III) Ensaios de 
comportamento dos inibidores A e C com uma concentração de 2,5 µM; Inibidor de protéases: no momento 
da adição dos compostos adicionou-se inibidor de protéases; anti-RAGE: Células pré-incubadas com 
anticorpo anti-RAGE; anti-RAGE + inibidor de protéases: célula pré-incubadas com anticorpo anti-RAGE e 
no momento da adição dos compostos adicionou-se inibidor de protéases; Meio suplementado com 
Aβ1823’: Células crescidas em DMEM suplementado com 10% FBS 1% de aminoácidos não essenciais e 






Segundo Gospodarska et al, sugerem que a sobre expressão de recetor pode ser induzida na 





 (50). Na sequência disto, procedeu-se ao crescimento até confluência das células 
Caco-2 em meio com 10 μM de ligando Aβ1823’. Este suplemento teve em vista a sobre 
expressão do RAGE nas células e um possível aumento da percentagem de desaparecimento dos 
compostos nestas células suplementadas. Porém, mais uma vez os resultados não foram os 
esperados, mantendo-se o mesmo decréscimo observado que nas células não suplementadas 
(Figura 4.20II e III). Este facto leva a pensar que, caso os inibidores estejam a ser transportados 
pelo recetor RAGE, o ligando Aβ1823’, aparentemente não está a promover a sobre expressão do 
recetor, ou pelo menos não o faz do lado apical da membrana, pois Shirasawa et al. descreveram a 
localização do RAGE na membrana basolateral das células diferenciadas da linha celular ATI, 
que são células epiteliais alveolares pulmonares do tipo I (103). Neste sentido para despistar esta 
situação avaliou-se a quantidade de recetor RAGE expresso em diversas passagens e condições de 
crescimento suplementando com o ligando Aβ1823’. Na Figura 4.21, encontra-se a quantificação 
do recetor RAGE por Western Bolt em diversas passagens e condições de crescimento. Verificou-
se assim que o suplemento do meio de cultura com o ligando Aβ1823’ durante o período de 
crescimento e diferenciação, aparentemente não afeta a expressão do recetor nas células Caco-2, 
no caso de células com menor número de passagens, passagem 34, observa-se um ligeiro 

























Figura 4.21– Intensidades relativas do recetor RAGE por Western Blot, calculadas utilizando software 
ImageLab® da BioRad P34 – Célula na passagem 34; P34 c/ Aβ1823’ – Células na passagem 34 cultivadas 
em meio DMEM suplementado com 10% de FBS, 1% de aminoácidos não essenciais e 10 μM de Aβ1823’; 
P46 – Célula na passagem 46; P46 c/ Aβ1823’ – Células na passagem 46 cultivadas em meio DMEM 
suplementado com 10% de FBS, 1% de aminoácidos não essenciais e 10 μM de Aβ1823’; P35 poço1 do 
transwell – Células inoculadas em transwell de policarbonato de 12 poços, amostra 1; P35 poço2 do 
transwell – Células inoculadas em transwell de policarbonato de 12 poços, amostra 2; Os valores de 
intensidade são relativos ao da Passagem 34, uma vez que foi nesta passagem que se obteve o resultado 





4.7 Ensaios de Permeabilidade 
 
No sentido de avaliar a permeabilidade dos inibidores em estudo na barreira 
hematoencefálica, utilizou-se um modelo de células de adenocarcinoma do cólon humano, Caco-
2. 
Como se verificou por Western Blot (Figura 4.19), esta linha celular expressa o recetor que 
poderá ser responsável por mediar o transporte dos inibidores A, B, C e D. Desta forma, 
procedeu-se a ensaios de permeabilidade em placas transwell de 12 poços com membrana de 
policarbonato.  
 
Tabela 4.3 – Permeabilidade aparente (Papp) dos inibidores A e C e os controlos positivo (cafeína, Papp = 
1,35x10
-5
cm/s (104) e negativo (amarelo de Lúcifer, até Papp = 0,6×10
–6
cm/s (105) para o poço transwell 
correspondente em células Caco-2 (passagem 34) em monocamada na direção apical – basolateral. * - 
diferença percentual entre replicados. 
























A avaliação da permeabilidade dos inibidores A – D foi incompleta, não tendo sido 
possível determinar a permeabilidade dos inibidores B e D. Os inibidores A e C de acordo com 
ensaios preliminares, em que apenas se efetuou o ensaio em duplicado, demonstram ser muito 
permeáveis (Tabela 4.3), estando referenciado que permeabilidades aparentes superiores a 5x10
-6 
cm/s são consideradas permeabilidades altas (104). Estes resultados dão muito boas indicações 
acerca da sua capacidade para permear a membrana de células Caco-2, apesar da grande 
variabilidade observada. Infelizmente não foi possível reproduzir estes resultados noutros ensaios 
independentes, tornando-se por isso estes resultados meramente indicativos e não suportados do 
ponto de vista estatístico, razão pela qual também não se conseguiu determinar valores de 
permeabilidade para os inibidores B e D, que foram testados mais tarde. Há contudo que colocar a 
hipótese destes ensaios preliminares representarem um falso positivo, porém foram efetuados 
testes que corroboram um resultado verdadeiro tendo-se verificado a integridade da monocamada 




controlo negativo. Caso existissem danos na monocamada de células que permitissem a passagem 
dos compostos sem ser pelas células, a permeabilidade do amarelo de Lúcifer seria superior a 
0,6x10
-6
cm/s (105), o que não se verifica. Simultaneamente a permeabilidade observada para a 
cafeína apresenta valores próximos do esperado. Pressupõem-se portanto que a monocamada se 
encontrasse íntegra e que dificilmente estes resultados sejam um falso positivo.  
Adicionalmente há a acrescentar que a permeação observada para os inibidores A e C 
apresentou uma extensão reduzida (aproximadamente 10%), o que em si mesma corrobora a 
hipótese da permeação da membrana estar a ocorrer por um processo de endocitose mediada por 
receptores. Ou seja, o processo é em si um processo rápido como indicam os elevados valores de 
permeabilidade aparente calculados, mas ao mesmo tempo é um processo limitado pela 
quantidade de recetores existentes à superfície da membrana apical e daí resultar numa permeação 
com baixa extensão. 
Posto isto, levantaram-se questões com vista a explicar o insucesso da replicação dos 
resultados tais como a possibilidade de nos ensaios posteriores, em que o resultado foi negativo, 
poderem estar a formar-se multicamadas celulares dificultando o transporte dos compostos (106), 
e também o facto da passagem usada para estes ensaios ser elevada e poder ter havido uma 
alteração na expressão do recetor RAGE.  
 
Hipótese 1: Formação de multicamadas de células. 
Um indicador da formação de multicamadas celulares é o aumento da resistência 
transepitelial (TEER), dado que também se formam TJs entre as camadas (107). Os valores de 
TEER obtidos em todos os ensaios realizados foram elevados, sendo mesmo superiores a 1000 
Ω.cm
2
. Contudo, é pouco provável que tenha ocorrido a formação de multicamadas ou que esse 
facto tenha sido decisivo na falta de reprodutibilidade, pois o ensaio em que o resultado de 
permeabilidade deu positivo também tinha TEERs elevadas. Segundo Yu et al. (108) a densidade 
celular e a resistência transepitelial aumentam a partir da passagem 29. Adicionalmente, também 
o facto do valor determinado para a permeabilidade aparente da cafeína se encontrar dentro de 






Hipótese 2: Alteração dos níveis de expressão do recetor RAGE com o aumento da 
passagem celular.  
As condições de cultura como a densidade celular do inóculo e o número de passagem 
influenciam o fenótipo das células Caco-2 (109). O aumento do número da passagem nas células 
Caco-2 influencia a atividade de enzimas, a morfologia, a TEER, a taxa de proliferação celular, a 
densidade, as atividades de transporte mediadas e as atividades metabólicas (84, 110). 
Foi então realizada a quantificação do recetor RAGE na linha celular utilizada para o 
ensaio em diferentes passagens e condições de cultura (Figura 4.21). Entre a passagem 34 e as 
passagens 35 e 46 é visível uma ligeira diminuição da quantidade de RAGE (20%), contudo, esta 
pequena diferença não deverá influenciar os resultados significativamente. Analisou-se ainda se 
as células de um mesmo transwell apresentavam variabilidade na expressão do recetor (Figura 
4.21, P35 poços 1 e 2 do transwell), caso este que não se verificou. 
 
 
















5 Conclusão e Propostas Futuras 
 
 




Neste trabalho foram desenvolvidos uma série de ensaios para testar possíveis fármacos 
para a doença de Alzheimer (DA), compostos A, B, C e D. Estes fármacos têm como alvo 
terapêutico a enzima β-secretase 1, esta enzima é a principal responsável pela DA, uma vez que 
cliva a APP e leva à produção do péptido neurotóxico β-amilóide (6). 
De forma a determinar se os compostos A, B, C e D desempenhavam a função 
pretendida, inibição da enzima BACE1, procedeu-se a ensaios cinéticos de inibição. Onde se 
concluiu que todos os compostos são inibidores com elevada afinidade (tight binding 
inhibitors), pois têm valores de IC50 na escala nanomolar (entre 2,1 nM para os inibidores A, B 
e C e 3,1 nM para D). Comparando o inibidor C com o inibidor de referência, OM00-3, o qual 
apresentou um valor de IC50 de 1,3 nM, quando analisado nas mesmas condições dos inibidores 
em teste, verificou-se que a potência de inibição de ambos não apresenta diferença estatística 
significativa (p<0,05) (Tabela 4.1).  
Como se tratam de inibidores da enzima β-secretase 1, é importante testar a sua 
seletividade, uma vez que a β-secretase 2 apresenta 64% de homologia na sequência de 
aminoácidos com a BACE1 (21). A enzima BACE2 está envolvida na libertação e produção de 
insulina no pâncreas (38) e pensa-se que poderá evitar a agregação do péptido β- amilóide (40), 
desta forma é fundamental que estes inibidores apresentem seletividade para BACE1, com o 
objetivo de não interferir na ação da BACE2. Os resultados obtidos no teste de seletividade 
demonstraram seletividade para a BACE1 para todos os inibidores. Dos inibidores em análise o 
inibidor C é o mais seletivo, apresentando uma razão BACE2/BACE1 de 8,5 que em 
comparação com o inibidor de referência, OM00-3, com uma razão de 2,3, representa um 
progresso muito significativo numa ordem de magnitude de 4 vezes na seletividade para a 
BACE1 em relação à BACE2 (Tabela 4.1). 
No desenvolvimento de fármacos, é importante determinar a sua estabilidade metabólica 
e toxicidade. Nenhum dos inibidores apresentou níveis de citotoxicidade em células Caco-2 com 
uma concentração de 50 µM durante 24 horas. Quanto à sua estabilidade metabólica em soro de 
Humano e suspensão de cérebro de murganho, aparentam ter boa estabilidade tendo-se obtido 
tempos de semi-vida na escala de horas. O que é bastante favorável, uma vez que este tipo de 
compostos, péptidos, apresentam por vezes valores de tempo de semi-vida na ordem de 
grandeza de minutos apenas (48, 99). Acresce ainda a sua elevada potência o que faz com que o 
tempos de semi-vida encontrados seja sem dúvida promissores para que estes compostos se 
possam tornar fármacos bastante efetivos. De todos, o inibidor C foi o que se revelou mais 
estável tanto em soro Humano como em suspensão de cérebro de murganho, 4,02 ± 0,29 e 3,10 




Os resultados dos ensaios preliminares em placa com células são indicativos de um 
decréscimo da concentração de compostos (A e C) do meio extracelular que poderão estar a 
ancorar na membrana ou a ser internalizados nas células Caco-2. No que respeita aos ensaios de 
permeabilidade feitos em placas transwell com as células Caco-2, os resultados iniciais 
indicaram que os compostos seriam permeáveis, contudo não foi possível prová-lo 
consistentemente, uma vez que o resultado obtido no ensaio positivo não se conseguiu 
reproduzir. Foram realizados cinco ensaios de permeabilidade, onde um dos ensaios apresentou 
permeabilidade aparente para os inibidores A e C de 3,82x10
-5
 cm/s e 3,49x10
-5
 cm/s, 
respetivamente, os quais muito dificilmente serão fruto de um resultado falso positivo, tendo-se 
assegurado adequadamente a integridade da membrana, não permitindo a passagem dos 
inibidores sem ser através da camada de células (Tabela 4.3). A extensão da permeabilidade foi 
de aproximadamente 10% o que corrobora uma permeação destes inibidores por transcitose 
mediada por recetores, uma vez que dependendo da quantidade de moléculas a transportar e no 
caso de ser uma quantidade elevada pode ocorrer um esgotamento do recetor que se encontra 
disponível à superfície da membrana, inibindo desta forma o transporte. 
Nos quatro ensaios de permeabilidade restantes não foi possível observar qualquer 
permeabilidade de nenhum inibidor, nestes ensaios foram testados todos os inibidores de A-D, 
incluindo os inibidores que anteriormente já tinham apresentado bons níveis de permeabilidade. 
De forma a despistar algumas hipóteses que poderiam estar a levar a estes resultados foram 
realizados diversos testes.  
Antes de realização dos ensaios de permeabilidade confirmou-se a presença do recetor 
RAGE nas células Caco-2. Mas como estes ensaios foram feitos em células de passagens 
diferentes, colocou-se a questão da expressão do recetor RAGE estar a ser afetada com a 
passagem celular, ou com as condições de crescimento e diferenciação em placa transwell com 
membrana de policarbonato, uma vez que a expressão proteica pode ser influenciada por 
condições de cultura e tipo de membrana (109). Na Figura 4.21 é visível que a expressão do 
RAGE não é afetada por nenhuma destas condições, aparentemente existe a mesma quantidade 
de recetor na passagem 34, passagem em que foi feito o ensaio com resultados positivos, que 
nas passagem 35 e 46, sendo que as células da passagem 35 cresceram e diferenciaram-se em 
transwell. Na Figura 4.21, também é possível verificar que contrariamente ao descrito por 
Gospodarska et al. (50) a presença do ligando Aβ1823’ durante o crescimento e diferenciação 
das células não leva a uma sobre expressão do RAGE nas células Caco-2.  
Nos ensaios de permeabilidade após o término do ensaio foi recolhida uma amostra do 




deste compartimento. Nestes quatro ensaios com resultados negativos, no fim do ensaio 
permanecia no lado apical toda a quantidade de composto colocada inicialmente, perante isto 
descarta-se a hipótese de que os inibidores possa ter sido metabolizados, podendo antes indicar 
a existência de algum fator que impede a internalização dos compostos. Uma possível causa, 
poderá estar relacionada com uma possível agregação dos compostos quando armazenados no 
frio. A estrutura destes inibidores tem propensão para formar agregados de uma forma análoga 
ao péptido beta-amilóide e na realidade observou-se agregação dos inibidores quando 
armazenados em HBSS a 4ºC e a -20ºC durante um mês. Todavia, num dos ensaios negativos as 
soluções foram preparadas imediatamente antes do ensaio, com o tampão HBSS previamente 
aquecido a 37ºC, e obtiveram-se soluções com um aspeto límpido e translúcido, pelo que se 
pensa que não tenham agregados, pelo menos nas mesmas dimensões que os observados na 
soluções armazenadas. Mesmo assim o resultado deste ensaio, com as soluções preparadas na 
hora do ensaio, foi negativo. 
No sentido de excluir problemas relacionados com o modelo in vitro  usado para estudo 
da permeabilidade, procedeu-se a um ensaio preliminar in vivo em parceria com a Faculdade de 
Farmácia da Universidade de Lisboa. O inibidor C foi o escolhido de entre os inibidores em 
estudo por ser o mais potente, não sendo estatisticamente diferente (p<0,05) da potência 
observada para o OM00-3 que é composto mais potente reportado na literatura. O inibidor C foi 
também o que apresentou maior seletividade para a BACE1 em relação à BACE2 e maior 
estabilidade contra a metabolização. A administração intravenosa do inibidor C em murganhos 
conduziu a resultados promissores, indicando que o composto chega efetivamente ao órgão 
alvo, o cérebro. Este resultado apoia a hipótese de que o tipo de estrutura presente nos 
compostos em estudo permite permear a barreira hematoencefálica. Deste modo o ensaio de 
permeabilidade em células Caco-2 com resultados positivos, muito provavelmente não é um 
falso positivo, existe sim uma variável ainda não controlada que não permitiu assegurar a 
reprodutibilidade do ensaio.  
Um fator adicional que poderá estar a comprometer a permeabilidade dos inibidores é a 
localização do recetor RAGE na membrana plasmática. Com os ensaios de quantificação do 
RAGE por Western Blot, confirma-se que o recetor está ser expresso nas células Caco-2, 
contudo não nos permite concluir acerca da sua localização. Pelo que seria interessante no 
futuro realizar ensaios de permeabilidade na direção basolateral – apical, uma vez que se o 
recetor se encontrar na membrana basal permitirá a passagem dos compostos para o 
compartimento apical e/ou recorrer a microscopia confocal para determinar a localização do 




que este se encontra uniformemente distribuído ou maioritariamente no compartimento apical 
ou basolateral. 
Quanto à possibilidade de agregação dos inibidores, sugere-se que no futuro se efetuem 
ensaios de forma a perceber se existe formação de dímeros ou mesmo agregados de maiores 
dimensões. A formação de agregados pode evitar o reconhecimento dos inibidores por parte do 
RAGE. Caso se prove a existência de agregação dos inibidores, seria interessante efetuarem-se 
testes para determinar se a agregação é ou não reversível na presença do recetor RAGE, ou seja 
se os inibidores têm maior afinidade para si próprios ou se para o recetor.  
Futuramente, para a realização de ensaios in vivo em murganho transgénicos com a DA, 
sugere-se a utilização do inibidor C, uma vez que é o que reúne os melhores resultados do 
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